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Las oxilipinas constituyen una amplia familia de derivados lipídicos que se originan a 
partir de los ácidos grasos linoleico y linolénico por la acción de enzimas α-dioxigenasas 
(α-DOX) y lipooxigenasas (9- y 13-LOX). Estudios previos realizados en el laboratorio 
habían demostrado la participación de las enzimas 9-LOX y de sus derivados (9-HOT y 9-
KOT) en la respuesta de defensa vegetal, en donde actúan como señales e inducen genes 
de defensa relacionados con el estrés oxidativo y la modificación de la pared celular. 
Además, la caracterización de mutantes de Arabidopsis insensibles a la aplicación de 9-
HOT (mutantes noxy) había revelado que las deficiencias en esta ruta de señalización 
estaban, con frecuencia, asociadas a un defecto en la respuesta de la planta al daño en la 
pared celular. En este trabajo procedimos al estudio de las 9-LOX como mediadoras de la 
ruta de integridad de la pared celular, haciendo uso de plantas mutantes lox1lox5, 
deficiente en la síntesis de oxilipinas, y noxy, deficientes en su señalización. Los resultados 
obtenidos ponen de manifiesto que el mutante lox1lox5 posee una mayor susceptibilidad a 
la inhibición de la síntesis de celulosa provocada por el herbicida isoxaben, mientras que 
el tratamiento con 9-HOT o 9-KOT produce la reversión parcial de esta respuesta. Además, 
el uso de mutantes de síntesis y señalización de brasinoesteroides ha permitido demostrar 
que las 9-oxilipinas inducen procesos de reparación de la pared celular y de defensa, tales 
como la producción de callosa, mediante la inducción de la síntesis y de la señalización de 
BRs, y que las 9-LOX y los BRs actúan de forma  secuencial en  la activación de estas 
respuestas. La activación de la señalización de BRs inducida por las 9-oxilipinas  se inhibe 
en presencia de trólox, un análogo de los tocoferoles que actúa limitando la peroxidación 
de lípidos, lo que sugiere que la peroxidación de lípidos puede contribuir a la inducción de 
la síntesis de BRs.  
En este trabajo hemos podido demostrar el aumento de la susceptibilidad de  los 
mutantes lox1lox5, noxy1 y noxy2 a la infección de Fusarium oxysporum, y por tanto el 
papel de las 9-oxilipinas en la defensa frente a la infección de un patógeno radicular. 
Finalmente, el hecho de que la sobreexpresión de la proteína NOXY1 provoque un fuerte  
aumento en la resistencia de plantas de Arabidopsis frente a la infección de Fusarium 
































The oxylipins are a family of lipids derivatives synthesized by lipoxygenases (9- and 13- 
LOX) and α-dioxygenases (α-DOX) from linolenic and linoleic acids. Earlier analysis 
showed the role of 9-LOX in plant defense, and the action of 9-HOT and 9-KOT as defense 
inducers, by triggering oxidative stress, cell wall modifications and transcriptional 
reprogramming. Besides, the use of insensitive noxy mutants (non-responding to oxylipins) 
showed the importance of the cell wall as a 9-LOX signaling component in Arabidopsis. 
Here, we showed that lox1lox5 mutants exhibit enhanced susceptibility to isoxaben, an 
herbicide inhibiting cellulose synthesis and damaging the cell wall, whereas treatment 
with 9-HOT or 9-KOT partially reversed this effect. In experiments with mutants defective 
in brassinosteroids (BRs), a class of plant hormones necessary for normal plant growth 
and cell wall integrity, 9-LOX-derived oxylipins activated cell wall repair and cell wall-
based responses such as callose deposition by inducing BR synthesis and signaling. Several 
lines of evidence indicated that the 9-LOX and BRs pathways act sequentially to trigger 
these responses.  We also observed that the oxylipin-dependent activation of BR signaling 
is limited by the lipophilic antioxidant trolox, suggesting that oxidative stress and lipid 
peroxidation trigger BR signaling.  Our results show the interaction between the 9-LOX 
and BR pathways and help to clarify the role of BR and 9-oxylipins in modulating plant 
defense responses. In addition, we found that lox1lox5, noxy1 and noxy2 mutant showed 
enhanced susceptibility to Fusarium oxysporum, a root pathogen with plant-cell wall 
degrading activity. Our results point to a role of 9-LOX in the early defense response 
against Fusarium. Moreover, NOXY1 over-expression enhances Arabidopsis resistance 
against the pathogen, suggesting that NOXY1 might be a key regulator of 9-LOX-mediated 






















































1. INTRODUCCIÓN  
1.1 Interacción planta-patógeno 
Las plantas, en su medio natural, están expuestas a distintos tipos de estrés; abióticos, 
tales como la sequía, temperaturas extremas, salinidad, etc., y bióticos, causados por 
microorganismos patógenos capaces de colonizar los tejidos vegetales y provocar una 
enfermedad. 
El ataque de las plantas por microorganismos patógenos permite establecer dos tipos 
de interacciones denominadas compatibles e incompatibles (Hammond-Kosack y Parker, 
2003). En las interacciones incompatibles, el patógeno es capaz de establecer una 
infección inicial en el área de entrada pero no de progresar e invadir otros tejidos, con lo 
que la planta es resistente al patógeno y este es avirulento. En cambio, en las interacciones 
compatibles, el patógeno progresa desde el punto de infección inicial extendiéndose 
sistémicamente por la planta. En este caso se dice que la planta es susceptible y el 
patógeno virulento. Por otro lado, y dependiendo de las estrategias utilizadas durante la 
infección, los patógenos pueden dividirse en dos grandes grupos: patógenos biotrofos, 
cuando obtienen nutrientes a partir de tejidos vegetales vivos, en cuyo caso la infección no 
conlleva la muerte de las zonas infectadas; y  patógenos necrotrofos, cuando obtienen los 
nutrientes a partir de tejidos muertos o senescentes, con lo que su estrategia de infección 
conlleva la muerte de los tejidos vegetales para favorecer su colonización. Existen 
patógenos en los que el modo de vida no se ajusta estrictamente a uno de estos dos casos, 
sino que las estrategias de infección varían en las distintas etapas de su ciclo vital o 
dependiendo de las condiciones del medio, en cuyo caso se les denomina hemi-biotrofos 
(Glazebrook, 2005).  
A su vez, a lo largo de la evolución, las plantas han desarrollado complejos mecanismos 
de defensa frente el ataque de los patógenos, que se engloban dentro del llamado sistema 
inmune vegetal. El sistema inmune de las plantas incluye barreras físicas y químicas 
preformadas, así como mecanismos activos de defensa que se inducen a través de rutas 
específicas de señalización. La activación de estas respuestas conduce a la síntesis de 
compuestos antimicrobianos y al reforzamiento de la pared celular, que contribuirán a 
dificultar el desarrollo y la progresión del patógeno en la planta. (Dangl y Jones, 2001; 
Thomma y col., 2001; Hammond-Kosack y Parker, 2003; Kachroo y Kachroo, 2009). A 
diferencia de lo que ocurre en animales, las plantas no disponen de células inmunes 
especializadas, sino que todas las células vegetales parecen tener la capacidad para 
reconocer la presencia de los patógenos y activar la defensa, que dependerá del tipo de 




1.2 Respuesta de defensa vegetal 
Se entiende como defensa vegetal todos aquellos mecanismos de defensa que se activan 
en la planta en respuesta a la presencia de patógenos y se agrupan en dos categorías, 
denominadas resistencia basal y resistencia inducida. 
1.2.1 Resistencia basal 
Las plantas poseen un sistema de reconocimiento dirigido a percibir la presencia de los 
patógenos en los puntos de infección. Este reconocimiento se establece a través de 
receptores denominados PRR (del inglés pattern recognition receptor) localizados, 
mayoritariamente, en la superficie de la célula vegetal. Estos receptores constan de un 
dominio transmembrana y un dominio extracelular que participa en el reconocimiento; 
además, pueden contener un dominio quinasa intracelular que participa en la señalización 
(Gómez-Gómez y Boller, 2000; Zipfel y col., 2006; Miya y col., 2007; Lehti-Shiu y col., 2009; 
Zipfel y Robatzek, 2010; Monaghan y Zipfel, 2012). Estos receptores perciben la presencia 
de moléculas del patógeno de naturaleza variable denominadas MAMPs o PAMPs (del 
inglés microbial o pathogen-associated molecular pattern) que están conservadas en 
distintos microorganismos y son, generalmente, indispensables para el desarrollo del 
patógeno (Zipfel, 2008; Boller y Felix, 2009). Además, las plantas han desarrollado la 
capacidad de percibir moléculas endógenas  producidas como consecuencia del daño que 
acompaña a la infección, denominadas DAMPs (del inglés damage-associated molecular 
pattern), entre las que se incluyen fragmentos de la pared celular y péptidos pequeños, 
cuya acción ejerce un efecto potenciador de la defensa activada por la planta (Boller y 
Felix, 2009; Malinovsky y col., 2014). La respuesta que se induce tras el reconocimiento de 
PAMPs y/o DAMPs se denomina resistencia basal o inmunidad inducida (PTI, del inglés 
PAMPs-triggered immunity) y constituye la primera barrera activa frente a la infección.  En 
algunas interacciones planta-patógeno la defensa basal permite contener la infección y es, 
por tanto, suficiente para evitar la enfermedad de la planta (Zipfel y col., 2004; Jones y 
Dangl, 2006; Miya y col., 2007) 
1.2.2 Resistencia inducida 
Además de la resistencia basal, las plantas han desarrollado un segundo nivel de 
reconocimiento que activa una respuesta de defensa más intensa y eficaz, denominada 
resistencia inducida. Esta respuesta se establece debido a la interacción específica de los 
productos de los genes de resistencia de la planta (proteínas R) con efectores microbianos 




fundamentalmente en el interior de la célula vegetal y constan de una región central de 
unión a nucleótidos (NB) y de un dominio C-terminal con repeticiones ricas en leucinas 
(LRR). Estas proteínas pueden reconocer directa o indirectamente a las moléculas 
efectoras del patógeno, codificadas por los genes de avirulencia o avr (Jones y Dangl, 
2006) activando un respuesta  de resistencia inducida, también denominada resistencia 
inducida por efector o ETI (del inglés effector-triggered immunity). La activación de la 
resistencia inducida está, generalmente, acompañada de la inducción de un proceso de 
muerte celular local en el punto de infección, que da lugar a la formación de pequeñas 
lesiones necróticas y se conoce como reacción hipersensible o HR (Jones y Dangl, 2006; 
Rosebrock y col., 2007). Esta reacción está destinada a controlar la propagación del 
patógeno hacia otros tejidos y se induce preferentemente frente a patógenos biotrofos. 
1.2.3 Procesos de reprogramación celular 
La activación de los receptores PRRs y de las proteínas R, induce un proceso de 
reprogramación celular en el que se disparan procesos de señalización que en su mayoría 
son comunes a ambos tipos de inmunidad. No obstante, se han descrito diferencias  en los 
primeros pasos de la señalización, así como en la intensidad y el tiempo de inducción de 
ambas respuestas (Jones y Dangl, 2006; Tsuda y col., 2009; Tsuda y Katagiri, 2010). A 
continuación se describen brevemente los procesos de señalización asociados a la 
activación de una respuesta de inmunidad vegetal  
a) Alteración del flujo iónico 
El reconocimiento del patógeno produce una alteración del flujo de iones a través de la 
membrana plasmática que provoca la entrada de H+ y Ca2+ en la célula y a la salida de K+ y 
aniones al espacio extracelular. Esta respuesta ocurre en los primeros minutos tras la 
activación del receptor y conduce a la despolarización de la membrana que contribuye, a 
su vez, a regular el intercambio iónico (Nürnberger y col., 2004; Shabala y col., 2010).  
b) Estallido oxidativo 
La despolarización de la membrana plasmática tiene como consecuencia un estallido 
oxidativo que conlleva la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) tales como el 
peróxido de hidrógeno (H2O2), el ión superóxido (O2-), el singlete de oxígeno (1O2), el 
radical hidroxilo (OH-) y las especies reactivas del óxido nítrico (Lamb y Dixon, 1997; Apel 
y Hirt, 2004; Laloi y col., 2004; Gechev y col., 2006; Triantaphylides y Havaux, 2009; Nanda 
y col., 2010).  La generación de estas especies reactivas puede ocurrir en distintos 
orgánulos y compartimentos celulares tales como  mitocondrias, cloroplastos, 
peroxisomas o el espacio extracelular, siendo esta última la que se ha relacionado de 




especies reactivas de oxígeno pueden actuar como compuestos antimicrobianos y 
contribuir a la muerte de las células infectadas, pero también ejercen otras funciones en la 
defensa, tales como contribuir al reforzamiento de la pared celular, que dificulta la 
progresión del patógeno en los tejidos infectados, y la activación de los genes de defensa 
de la planta (Lamb y Dixon, 1997; Apel y Hirt, 2004; Laloi y col., 2004; Gechev y col., 2006; 
Triantaphylides y Havaux, 2009; Nanda y col., 2010). 
El NO participa en la defensa como señal, modulando la expresión de genes específicos y 
regulando en el proceso de muerte celular asociado a la HR (Zhang y col., 2003; Lamotte y 
col., 2004; Parani y col., 2004; Zeidler y col., 2004). Resultados recientes han puesto de 
manifiesto que el NO interacciona con distintas fitohormonas modificando su producción 
así como los procesos de señalización regulados por la acción de las hormonas afectadas 
(Freschi, 2013).  
c) Activación de MAPKs 
La activación de MAP quinasas es un proceso temprano que dispara cascadas de 
fosforilación que conducen a la modificación de proteínas tales como factores de 
transcripción, componentes del citoesqueleto y otras quinasas. Su inducción temprana 
forma parte de la resistencia basal (Meng y Zhang, 2013) 
d) Activación de genes de defensa 
Los procesos de señalización descritos conducen, en último término, a la inducción de 
genes de defensa vegetal que se activan a través de rutas de señalización específicas 
reguladas por las denominadas hormonas de defensa vegetal. Esta respuesta conlleva un 
proceso reprogramación celular que permite redirigir el metabolismo de la planta hacía la 
síntesis de una gran cantidad de compuestos de defensa, y cubrir a la vez las necesidades   
metabólicas requeridas para el crecimiento y desarrollo vegetal. El balance entre estos dos 
procesos, síntesis de compuestos de defensa y metabolismo basal, determinará la 
capacidad de la planta para controlar y sobrevivir a la infección (Jones y Dangl, 2006; 
Truman y col., 2007). 
1.2.4 El papel de las hormonas vegetales en la defensa de la planta 
Los estudios realizados durante las dos últimas décadas han permitido demostrar el 
papel del ácido salicílico (SA), los jasmonatos (JA) y el etileno (ET) como las principales 
moléculas señalizadoras de la respuesta de defensa vegetal (Thomma y col., 2001; Pieterse 
y col., 2009). De forma clásica, se considera que la ruta de señalización regulada por la 
acción del SA controla la resistencia contra patógenos biotrofos y hemibiotrofos, mientras 
que la combinación de las rutas del ET y JA activa la resistencia frente a patógenos 




El SA es una de las moléculas clave en la resistencia vegetal frente a los patógenos, 
participando en la activación de la resistencia inducida, el establecimiento de la HR y la 
limitación del crecimiento de patógenos (Álvarez, 2000; Loake y Grant, 2007; Vlot y col., 
2009). A pesar de su importancia, tanto la percepción del SA como su señalización no 
están del todo caracterizados (Robert-Seilaniantz y col., 2011). 
El JA actúan como regulador y activador de la respuesta de defensa frente a la infección 
patógenos necrotrofos. La respuesta a JA se activa como consecuencia de su interacción 
con la proteína COI1 del complejo de ubiquitinación SCFCOI1 (Browse, 2009; Fonseca y col., 
2009; Sheard y col., 2010) seguido de la degradación de los represores JAZ y la liberación 
de factores de transcripción tales como las proteínas MYC2, ORA59 o ERF1, que actuarán 
en la inducción de la expresión de genes de defensa (Staswick, 2008; Koo y Howe, 2009; 
Wu y Baldwin, 2010).  
Al igual que el SA y el JA, el ET participa en la regulación de la defensa vegetal en 
respuesta a la infección de patógenos. La percepción del ET se establece a través de 
receptores localizados en el retículo endoplasmático que actúan como reguladores 
negativos de la señalización (Hua y Meyerowitz, 1998). Al aumentar la concentración de 
ET se produce la inactivación de dichos los receptores, y por tanto, la activación de la 
señalización regulada por esta hormona y en particular la de las proteínas EIN2 y EIN3 
(Stepanova y Alonso, 2009). Existen numerosos estudios que demuestran que la ruta de 
señalización dependiente del etileno actúa de manera coordinada y sinérgica con la del 
jasmónico (Penninckx y col., 1998; Ellis y Turner, 2001; Onkokesung y col., 2010). 
Igualmente, la participación del ET contribuye a la activación de la resistencia basal en 
respuesta a la defensa de microorganismos de tipo biotrofo, en donde EIN3 controla 
directamente la expresión de FLS2, el receptor de la flagelina. A pesar de promover la 
acumulación de FLS2, EIN3 reprime directamente la síntesis de SA. Por ello, los mutantes 
de etileno, como el ein2-1 muestran resistencia a Pseudomonas, a pesar de estar afectados 
en la señalización a partir de FLS2 (Chen y col., 2009; Boutrot y col., 2010).  
Los estudios dirigidos a definir el papel de las hormonas de defensa de la planta han 
puesto de manifiesto que las rutas de señalización involucradas en la defensa de la planta 
no son independientes, sino que interactúan entre sí estableciendo una compleja red de 
comunicación, cuya coordinación juega un papel esencial en la respuesta de defensa 
(Koornneef y Pieterse, 2008; Lopez y col., 2008; Spoel y Dong, 2008; Robert-Seilaniantz y 
col., 2011; Thaler y col., 2012; Gimenez-Ibanez y Solano, 2013). Este complejo sistema de 
regulación es utilizado con frecuencia por los patógenos para interferir con los 
mecanismos de defensa de la planta. Por ejemplo, es sabido que algunos patógenos poseen 




los producidos por la planta lo que les permite manipular el metabolismo de la planta en 
su propio beneficio (Cristescu y col., 2002; Nomura y col., 2005; Robert-Seilaniantz y col., 
2007). El caso mejor caracterizado es el de la coronatina, una toxina producida por la 
bacteria Pseudomonas syringae que mimetiza la acción del JA, inhibiendo la activación de 
la señalización dependiente de SA (Brooks y col., 2005; Uppalapati y col., 2007). De la 
misma manera, los efectores liberados por los patógenos durante la infección actúan sobre 
el metabolismo de la planta y lo redirigen para favorecer su desarrollo e interferir con la 
activación de la respuesta de defensa (Flors y col., 2008; de Torres Zabala y col., 2009). 
1.2.5 Resistencia sistémica adquirida 
La activación de una respuesta de defensa en la zona de infección, denominada defensa 
local, está con frecuencia acompañada de la adquisición de un estado de defensa 
generalizado en la planta, denominado resistencia sistémica adquirida o SAR (del inglés 
systemic acquired resistance) que se transmite en sucesivas generaciones y protege a la 
planta frente a infecciones secundarias.  Estudios recientes han puesto de manifiesto que 
la inducción de una respuesta de defensa sistémica (SAR) consiste en la activación de un 
estado fisiológico denominado “priming” que se establece mediante modificaciones 
epigenéticas específicas en los genes de defensa de la planta que facilitarán su activación  
de forma rápida y eficaz en respuesta a la infección de un nuevo patógeno (Durrant y 
Dong, 2004; Grant y Lamb, 2006; Shah, 2009; Shah y col., 2014). La respuesta sistémica 
puede ser inducida por la acción de patógenos, así como de organismos no patogénicos o 
por la aplicación directa de PAMPs (Mishina y Zeier, 2007) y su inducción está asociada al 
aumento en los niveles de ácido salicílico (van Loon y col., 2006). Los estudios realizados 
con objeto de identificar la naturaleza de la señal sistémica que debe producirse en la hoja 
infectada y trasladarse al resto de la planta para inducir el estado de priming, han 
permitido identificar distintos compuestos que, en numerosas ocasiones, corresponden a 
moléculas de naturaleza de lipídica, entre las que se encuentran las oxilipinas derivadas de 
la acción de las enzimas 9-LOX, así como oxilipinas producidas de forma no enzimática  
(Maldonado y col., 2002; Chaturvedi y col., 2008; Vlot y col., 2008; Kwon y col., 2009; 
Chanda y col., 2011).  
1.2.6 El papel de la pared celular en la defensa vegetal 
La pared celular contribuye a mantener la estructura y la integridad de las células 
vegetales y constituye la primera barrera, tanto física como química, que encuentran los 




De forma generalizada, la pared celular se compone de una red de fibras de celulosa 
entrecruzadas entre sí a través de otros polisacáridos o hemicelulosas, que le confieren 
rigidez. Esta estructura está  embebida, a su vez, en una matriz de pectinas que contribuye 
a mantener su integridad (Scheller y Ulvskov, 2010; Malinovsky y col., 2014). La celulosa 
es el componente primario de la pared y consiste en cadenas de glucosa unidas por 
enlaces β-(14) que se sintetizan por la acción de complejos multiméricos de celulosa 
sintasas (CESAs) (Endler y Persson, 2011). La importancia estructural y funcional de este 
polisacárido se concluye a partir de los resultados que demuestran la existencia de 
mecanismos dirigidos a paliar la disminución de la síntesis de celulosa o el defecto en su 
deposición. Así,  por ejemplo,  la reducción de celulosa en mutantes deficientes en la 
actividad de las celulosas sintasas está con frecuencia acompañada de un aumento en el 
proceso de lignificación (Ellis y Turner, 2001; Caño-Delgado y col., 2003; Hamann, 2012).  
En apoyo de estos resultados, el tratamiento con el herbicida isoxaben, inhibidor de la 
celulosa sintasa, induce la acumulación ectópica de lignina ante la reducción de los niveles 
de celulosa (Hamann y col., 2009; Denness y col., 2011; Hamann, 2012).  
Los mecanismos de compensación que se activan en respuesta a la reducción de los 
niveles de celulosa incluyen también un proceso de reprogramación transcripcional, en el 
que se modifica la expresión de un alto número de genes de la planta, entre los que se 
encuentran genes relacionados con la defensa frente a patógenos y con la pared celular. 
Además, es importante mencionar que la respuesta provocada por la deficiencia en 
celulosa va acompañada de un aumento de la resistencia de la planta frente a la infección 
por patógenos (Ellis y Turner, 2001; Caño-Delgado y col., 2003; Hamann, 2012).  Estos 
resultados ponen de manifiesto la existencia de una ruta de señalización, denominada ruta 
de la integridad de la pared celular, dirigida a reparar el daño de la pared celular asociado 
a la infección por patógenos.  
La respuesta de defensa de la planta asociada a la pared celular incluye otras 
modificaciones, tales como la acumulación de depósitos de callosa, un polímero de glucosa 
con enlaces β-1,3-glucano que se deposita en forma de papilas en los puntos de infección y 
contribuye a reforzar la pared celular para evitar la penetración del patógeno y confinarlo 
a la zona de infección (Boller y Felix, 2009; Underwood, 2012).  
Por su parte, y para combatir la presencia la pared celular y la activación de la defensa 
asociada al daño, los patógenos han desarrollado numerosas estrategias de infección para 
penetrar en la planta. Muchos patógenos se sirven de aperturas naturales, como los 
estomas e hidatodos de las hojas o las aperturas radiculares en la zona de emergencia de 
las raíces laterales, mientras que otros producen un arsenal de enzimas capaces de 




1.3 Balance crecimiento-defensa 
La activación de la respuesta de defensa vegetal interfiere con el metabolismo basal de 
la planta, ya que supone redirigir una parte importante de la reservas de la célula hacia la 
producción de los compuestos de defensa. Igualmente, la respuesta de  reforzamiento de la 
pared celular interfiere con las necesidades de la planta para proseguir su desarrollo 
(Denance y col., 2013). La interferencia descrita se evidencia en plantas mutantes y 
transgénicas con expresión constitutiva de genes de defensa, en las que se observa que el 
aumento de la resistencia a la infección afecta de forma negativa al desarrollo de las 
plantas; estas plantas basalmente resistentes son más pequeñas que las plantas control y 
en ocasiones muestran lesiones necróticas espontáneas en ausencia de patógenos (Robert-
Seilaniantz y col., 2011). En este contexto, cabe mencionar que la participación de las 
hormonas de crecimiento (auxinas,  giberelinas,  citoquininas y brasinoesteroides) en la 
defensa vegetal contribuye a regular el balance crecimiento-defensa necesario para 
distribuir los recursos de la planta y asegurar su supervivencia y desarrollo (Lopez y col., 
2008; Choi y col., 2011; Robert-Seilaniantz y col., 2011; Denance y col., 2013; Gimenez-
Ibanez y Solano, 2013). 
Los brasinoesteroides (BRs) participan en la regulación del crecimiento y del desarrollo 
de la planta, así como  en procesos de reparación de la pared provocados por la alteración 
en la composición de esta. La percepción de BRs por el receptor BRI1 provoca la 
disociación del inhibidor BKI y el reclutamiento del correceptor BAK1, esencial para 
activar la señalización (Jalloul y col., 2002; X. Wang y Chory, 2006). Como consecuencia, se 
provoca la inhibición  de la quinasa BIN2 y la activación de los factores de transcripción 
BES1 (o BZR2) y BZR1, implicados en la regulación de la mayor parte de los genes de 
respuesta a BRs (Li y Nam, 2002; Z. Y. Wang y col., 2002; Y. Yin y col., 2002a). Estudios 
recientes, dirigidos a examinar el papel de los BRs en la regulación del balance 
crecimiento-defensa, han puesto de manifiesto la participación de los BRs en estos 
procesos, en donde parece que actúan como inductores del crecimiento vegetal. Aún así, 
existe una importante controversia a este respecto que requiere una caracterización más 
extensa (Albrecht y col., 2012; Belkhadir y col., 2012). 
1.4 Participación de las oxilipinas como señales reguladoras de la inmunidad 
vegetal 
Las oxilipinas constituyen una familia de derivados lipídicos sintetizados a partir de 
ácidos grasos de membrana con funciones en la señalización de procesos de desarrollo y 




eicosanoides de mamíferos, que se sintetizan a partir del ácido araquidónico y juegan un 
papel relevante como señales en la regulación de procesos de desarrollo y en la respuesta 
inmune. Las funciones asignadas a los eicosanoides, así como su actuación a través de 
receptores específicos, han sido ampliamente descritas en animales y su importancia 
claramente demostrada, lo que ha aumentado el interés por sus equivalentes vegetales 
(Funk, 2001; Haeggstrom y Funk, 2011; H. Yin y col., 2013). 
a) Biosíntesis de oxilipinas 
La formación de oxilipinas se inicia a partir de la liberación de ácidos grasos de las 
membranas por la acción de lipasas, que a continuación son transformados en 
hidroperóxidos a través de vías enzimáticas o no enzimáticas. La transformación 
enzimática de los ácidos grasos se lleva a cabo por la acción de enzimas con actividad 
lipooxigenasas o α-dioxigenasas (Hamberg y col., 1999; Feussner y Wasternack, 2002) que 
incorporan oxígeno molecular en los ácidos grasos, generando los correspondientes 
hidroperóxidos. Estos hidroperóxidos son transformados por actividades enzimáticas 
secundarias tales como aleno óxido sintasas (AOS), divinil éter sintasas (DES), 
hidroperóxido liasas (HPL), peroxigenasas (POX) y epoxi alcohol sintasas (Li y col.), dando 
lugar a un gran número de derivados lipídicos con distinta estructura molecular (Blée, 
2002; Howe y Schilmiller, 2002; Liavonchanka y Feussner, 2006; Mosblech y col., 2009). 
La presencia de oxígeno singlete o radicales libres provoca la incorporación no enzimática 
de oxígeno en los ácidos grasos , generándo hidroperóxidos, hidróxidos y fitoprostanos, 
los cuales también forman parte del metaboloma de oxilipinas de la planta y cuyas 
funciones y características, especialmente las de los fitoprostanos, han sido también objeto 
de estudio (Mueller y Berger, 2009). 
Las lipooxigenasas catalizan la incorporación de oxígeno molecular en ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFA). En plantas, las lipooxigenasas se clasifican en dos tipos, 
dependiendo del carbono del ácido graso en el que tiene lugar la oxigenación: las 9-
lipooxigenasas incorporan el oxígeno en el carbono 9 del ácido graso, mientras que las 13-
lipooxigenasas incorporan el oxígeno en el carbono 13. Por otro lado, las α-dioxigenasas 
catalizan la oxigenación de los ácidos grasos en el carbono 2 del esqueleto de carbonos, y 
muestran homología con las prostaglandinas sintasas caracterizadas en mamíferos 
(Hamberg y col., 2002; Koszelak-Rosenblum y col., 2008). Los estudios realizados con 
objeto de identificar los genes que codifican estas actividades enzimáticas en plantas de 
Arabidopsis thaliana han permitido identificar seis genes lipooxigenasas (AtLOX1 a 
AtLOX6), de los cuales las proteínas LOX1 y LOX5 poseen actividad 9-lipooxigenasa, 
mientras que las enzimas LOX2, LOX3, LOX4 y LOX6 actúan como 13-lipooxigenasas 




α-dioxigenasa, denominados α-DOX1 y α-DOX2, que catalizan la misma  reacción 
enzimática (Hamberg y col., 2002; Koszelak-Rosenblum y col., 2008). 
b) Funciones de las oxilipinas 
Los estudios dirigidos a caracterizar la función de las oxilipinas han permitido 
demostrar su participación en la regulación de procesos clave relacionados con el  
desarrollo y la defensa de la planta. Los trabajos que han puesto de manifiesto que la 
expresión de los genes de síntesis de oxilipinas se inducen en respuesta a la infección de  
patógenos y que la respuesta a la infección de plantas mutantes y líneas transgénicas 
alteradas en la síntesis de oxilipinas varía con respecto a la de las variedades silvestres 
(Ponce de León y col., 2002; Farmer y col., 2003; Hwang y Hwang, 2010; Nalam y col., 
2012) señala la importancia de estos metabolitos durante la interacción planta-patógeno. 
Aunque la función de muchas de las oxilipinas identificadas es desconocida, la 
participación del ácido jasmónico como activador transcripcional ha sido ampliamente 
demostrada. El jasmónico participa en procesos tales como la defensa frente a patógenos 
necrotrofos, la respuesta a herida, la protección frente a insectos, la maduración del polen 
y la senescencia (Santino y col., 2013; Wasternack y Hause, 2013) Otros compuestos 
derivados de la ruta de las 13-LOXs, como el 12-Oxo-PDA, precursor del jasmónico, 
también actúan como reguladores de genes de defensa vegetal y en algunos casos se les ha 
podido asignar actividad antimicrobiana (Farmer y col., 2003; Prost y col., 2005).  
El papel de las α-dioxigenasas en la defensa de la planta frente a patógenos biotrofos ha 
sido documentado, así como su papel como reguladoras del proceso de daño celular 
asociado a la activación de la reacción hipersensible, en la activación de la respuesta 
sistémica de defensa y en la defensa frente al ataque de insectos (Steppuhn y col., 2010; 
Vicente y col., 2012). Igualmente, las α-dioxigenasas regulan procesos del desarrollo, como 
se concluye de los resultados que muestran que la falta de actividad α-DOX2 en plantas de 
tomate provoca importantes alteraciones fenotípicas, mientras que en plantas de tabaco y  
Arabidopsis se observa la activación en los niveles de esta enzima en distintos tejidos de 
plantas sanas así como en distintos estados de desarrollo (Bannenberg y col., 2009b; 
Steppuhn y col., 2010). 
Finalmente, cabe mencionar que los resultados obtenidos en la caracterización de las 
oxilipinas derivadas de la ruta de las 9-LOXs demuestran su participación en una gran 
variedad de procesos de defensa (Rancé y col., 1998; Vellosillo y col., 2007; Hwang y 
Hwang, 2010; Lopez y col., 2011). Así, el estudio de estas oxilipinas ha permitido 
demostrar su participación en la activación del cierre de los estomas en respuesta a la 
presencia de la bacteria Pst DC3000 (Montillet y col., 2013). Igualmente, la caracterización 




el papel de estas oxilipinas en la activación de la defensa local y que, junto con las 
oxilipinas derivadas de las α-DOXs, contribuyen a la activación de la defensa sistémica en 
Arabidopsis (Hamberg y col., 2003; Vellosillo y col., 2007; Vicente y col., 2012). El estudio 
de estas respuestas indica que la acción de las oxilipinas se establece a través de su 
interacción con rutas de señalización reguladas por hormonas vegetales tales como el ABA 
y el ET así como de su papel en el control del estrés oxidativo y de la peroxidación de 
lípidos (Lopez y col., 2011).  
El análisis funcional de oxilipinas ha permitido caracterizar la acción de las oxilipinas  9-
hidroxi-10, 12, 15-octadecatrienoico (9-HOT) y 9-keto-10, 12, 15-octadecatrienoico 
(9KOT), derivadas de la actividad 9-LOX, como inductoras de la respuesta de defensa tanto 
en hojas como en tejidos de raíz, en donde activan de la expresión de genes de defensa, así 
como de genes relacionados con el estrés oxidativo y la modificación de la pared celular. 
De acuerdo a estos resultados, la obtención y caracterización de plantas mutantes (noxy, 
del inglés non-responding to oxylipins), afectadas en la señalización de las respuestas a 9-
HOT y 9-KOT, ha permitido comprobar la participación de estas oxilipinas en la activación 
de la respuesta de defensa de la planta frente a la infección de bacterias hemibiotrofas, así 
como frente al daño en la pared celular. Estos resultados se ponen de manifiesto por los 
estudios que demuestran que la insensibilidad a la aplicación de 9-HOT y 9-KOT conlleva 
la alteración de la respuesta de defensa y, en muchos casos, la insensibilidad a la aplicación 
de isoxaben, un inhibidor de las celulosas sintasas que activa la ruta de la integridad de la 
pared celular (Vellosillo y col., 2007; Vellosillo y col., 2013). 
Estos resultados sugerían que las enzimas 9-LOX forman parte de la denominada ruta 
de la integridad de la pared celular que se activa en respuesta al daño causado durante la 
infección y que contribuye a limitar el crecimiento y el progreso del patógeno en la planta 
(Vellosillo y col., 2007; Vellosillo y col., 2013). En el presente trabajo hemos continuado 
estos estudios, procediendo a examinar el papel de las enzimas 9-LOX en la respuesta al 
daño en la pared celular de la planta, así como los procesos de señalización regulados por 
la acción de las 9-oxilipinas en esta respuesta. 
De forma paralela, y en base a los resultados que demuestran la presencia de altos 
niveles de actividad 9-LOX en la raíz de plantas sanas y la acumulación en estos tejidos de 
las oxilipinas 9-HOT y 9-KOT (Vellosillo y col., 2007; Vicente y col., 2012), nos propusimos 
investigar  el papel de las 9-LOXs en la defensa de la planta frente a la infección de 
patógenos de raíz, en donde la pared celular representa una importante barrera defensiva 
para evitar la infección. Para llevar a cabo este estudio, se seleccionó el patógeno Fusarium 
oxysporum, un hongo devastador que coloniza la raíz de numerosos cultivos, produciendo 




Fusarium puede sobrevivir en el suelo en estado quiescente hasta detectar la presencia de 
un huésped, en cuyo caso penetra en la raíz a través del córtex, degradando la pared y 
llegando al xilema en la zona d elongación, donde los vasos no están suberizados y la 
entrada del hongo no se ve impedida. El crecimiento del hongo en el xilema bloquea  el 
movimiento de agua, con lo que el sistema vascular acaba colapsando y el agua no llega a 
las hojas, produciendo el marchitamiento (Tjamos y Beckman, 1989; Pietro y col., 2003; 
Okubara y Paulitz, 2005). El estudio de la interacción de plantas de Arabidopsis con 
Fusarium oxysporum ha puesto de manifiesto el papel del SA en la activación de la defensa 
frente a este hongo (Berrocal-Lobo y Molina, 2004; Edgar y col., 2006) y que la deficiencia 
en la activación de la señalización del JA  confiere resistencia a la planta (Kidd y col., 2009; 
Thatcher y col., 2009). Igualmente, cabe mencionar que el análisis de plantas mutantes ha 
permitido identificar genes de resistencia en  Arabidopsis denominados RFO1 a RFO7, que 
participan en la protección de la plantas  frente a varias formae speciales (Diener y 
Ausubel, 2005; Shen y Diener, 2013). Estos resultados ponen de manifiesto el interés en el 
estudio de la interacción de Fusarium con la raíz de la planta, así como de los mecanismos 












































































El interés de este trabajo está dirigido a profundizar en el estudio de la ruta de síntesis de 
oxilipinas iniciada por la acción de las enzimas 9-lipooxigenasas con objeto de determinar  su 
función en los procesos de señalización que contribuyen a la modificación la pared celular y a 
la activación de la defensa vegetal, así como de examinar  la participación de estas oxilipinas 
en los mecanismos de defensa de la planta frente a la infección de patógenos radiculares.  
Para abordar estos objetivos, hemos empleado plantas mutantes deficientes en la síntesis 
(lox1lox5) y en la señalización (noxy, del inglés non-responding to oxylipins) de las 9-oxilipinas, 
en las que hemos procedido a caracterizar la respuesta al daño celular provocado por el 
herbicida isoxaben y por el hongo patógeno Fusarium oxysporum. En estos estudios hemos 
realizado la caracterización fenotípica de las plantas mutantes y silvestres frente a los 
tratamientos de interés y analizado en detalle  las  respuestas examinadas. Los resultados 
obtenidos han  permitido establecer la participación de las 9-oxilipinas en los procesos 
examinados y demostrar su interacción con otras rutas hormonales, a través de las cuales 























































































Materiales y métodos 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
3.1.2 Material vegetal 
La planta modelo utilizada en este estudio ha sido Arabidopsis thaliana, ecotipo 
Columbia (Col-0).  Los mutantes utilizados lox1lox5, noxy1, noxy2-2, bri1-1, det2-1, bes1-D, 
bzr1-1D, coi1-1 y aos y las líneas transgénicas 35S:NOXY1 y 35S:NOXY2, disponibles en el 
laboratorio, así como la línea 35S:BKI-YFP se encuentran en fondo Col-O en todos los 
casos. 
3.1.3 Agrobacterium tumefaciens  
La cepa EHA105 conteniendo el plásmido pEHA105 con resistencia a kanamicina se 
empleó para la transformación de Fusarium  con las construcciones de interés. (Mullins y 
col., 2001). Las bacterias se cultivaron a 28 ºC durante dos días en medio LB con 
kanamicina (50μg/ml) como antibiótico de selección. 
3.1.4 Especies fúngicas fitopatógenas 
En los ensayos de patogenicidad realizados en este trabajo se utilizó la cepa Fo5176 del 
hongo Fusarium oxysporum. Para los ensayos de visualización en placa se utilizó la cepa 
transgénica de Fusarium oxysporum transformada con la proteína verde fluorescente bajo 
el control de un promotor constitutivo de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(GPD) de Fusarium. 
3.1.5 Estirpes bacterianas fitopatógenas 
Para los ensayos de deposición de callosa en hoja se utilizó la cepa bacteriana 
fitopatógena Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Whalen y col., 1991)  
3.2 CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LAS PLANTAS 
3.2.1 Crecimiento de las plantas in vitro 
Para su crecimiento in vitro las semillas de Arabidopsis fueron esterilizadas con una 
mezcla de lejía 75% y Tween-20 (0,1%) durante 7 minutos; a continuación, se lavaron con 
agua MilliQ estéril repetidamente para su posterior estratificación en oscuridad a 4ºC 
durante tres días. Las semillas se germinaron en medio MS 0,5x suplementado con 1% de 
sacarosa y el pH se ajustó a 5,7 usando KOH (1 M). Para el crecimiento vertical de 
plántulas, se  incrementó la concentración de agar del medio hasta alcanzar un 
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concentración del 1,5%, mientras que en el crecimiento de las seedlings en horizontal se 
utilizó una concentración final de agar del  0,7%. Las placas se sellaron con cinta 
Micropore porosa (3M Health Care, St. Paul, MN) y se crecieron en cámaras climáticas a 
una temperatura de 21º y humedad relativa del 50%. 
3.2.2 Crecimiento de las plantas en tierra 
Las semillas de Arabidopsis se sembraron en bandejas de alveolos sobre una mezcla de 
tierra con vermiculita en proporción 3:1. Las bandejas se cubrieron con plástico y se 
estratificaron a 4ºC durante tres días. Posteriormente, las plantas se crecieron en el 
invernadero o en cámaras de cultivo con 14h de luz, temperatura de 21ºC y humedad 
relativa del  60%, exceptuando las plantas utilizadas para las infecciones con Fusarium,  en 
cuyo caso  se crecieron a 25ºC y 70% de humedad. A los 3 días de germinación los plásticos 
utilizados para preservar la humedad se retiraron para continuar el crecimiento de las 
plantas. Las infecciones se realizaron entre las 2 y las 4 semanas de crecimiento. 
3.3 CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS 
3.3.1 Medios de cultivo para bacterias 
 Medio Luria-Bertani (LB): Para el crecimiento de A. tumefaciens. 1% de bacto 
triptona, 0,5% de extracto de levadura y 1% de cloruro sódico (NaCl). 
 Medio LBmanitol (LBman): Para el crecimiento de A. tumefaciens. Medio LB con 
un 1% de manitol. 
 Medio King´s B (KB): Para el crecimiento de Pseudomonas. 2% proteosa peptona, 
2% glicerol, 6,5 mM K2HPO4 y 6 mM MgSO4-7H2O. 
 Medio 2xYt (2YT): Para el crecimiento de  A. tumefaciens  anterior a la 
transformación de Fusarium. 1,6% de bacto triptona, 1% de extracto de 
levadura y 0,5% de NaCl. 
 Medio de cocultivo (CM): Para el crecimiento de A. tumefaciens y F. oxysporum 
durante la transformación del hongo. Igual que el medio de inducción, pero con 
un 0,5% de glucosa en vez de un 1%, y añadiendo 1,5% de bactoagar. La 
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3.3.2 Medios de cultivo para hongos 
Los medios utilizados para el crecimiento y mantenimiento de Fusarium oxysporum 
fueron los siguientes: 
 Medio PDA: Para el crecimiento rápido del hongo en medio rico en nutrientes. 
4g/l de extracto de patata, 20 g/l de glucosa, 15g/l de agar. 
 Medio CDA: Para la conservación del hongo a medio plazo. 2g/l de NaNO3, 0,5g/l 
de KCl, 0,5g/l de glicerofosfato de magnesio, 0,01g/l de FeSO4, 0,32g/l de K2SO4, 
30g/l de sacarosa y 12g/l de agar. 
 Medio NO3: Para la inducción de esporas. 0,17% de Yeast nitrogen base, 3% de 
sacarosa y 100mM de KNO3. 
 Medio de inducción (IM): Para el crecimiento de F. oxysporum antes de su 
transformación. 1% de fosfato potásico dibásico 1M  (K2HPO4), 1% de fosfato 
potáisco monobásico 1M (KH2PO4), 0,25% de NaCl 1M, 0,4% de sulfato amónico 
1M ((NH4)2SO4), 0,5% de glicerol. Después de esterilizar se le añade 0,1% de 
sulfato de hierro II 9mM (FeSO4), 1% de glucosa 1M, 4% de MES 1M a pH5,3, 
0,14% de cloruro cálcico  0,5 M (CaCl2), 0,2% de sulfato de magnesio 1M 
(MgSO4), acetosiringona (cantidades variables). 
 
3.4 MANIPULACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS 
3.4.1 Obtención de esporas 
Para la obtención de esporas se inocularon 100ml de medio NO3 con una pieza de CDA 
procedente de una placa conteniendo el hongo crecido  durante al menos una semana. El 
cultivo líquido se crece de 3 a 5 días a 25ºC y 250 rpm. Estos cultivos se filtran a través de 
miracloth estéril y el filtrado resultante se centrifuga 10 minutos a 2000 rpm en tubos de 
50 ml. El pellet se resuspende en 10 ml de agua MilliQ estéril y se estima la concentración 
de esporas haciendo uso de un hemocitómetro. La suspensión de esporas se diluye a la 
concentración requerida (106 esporas/ml para la infección en tierra, 105 esporas/ml para 
la visualización de fluorescencia). 
3.4.2 Transformación de Fusarium oxysporum 
La transformación de la cepa silvestre de Fusarium oxysporum se llevó a cabo mediante 
un protocolo de transformación utilizando la bacteria  Agrobacterium tumefaciens (Mullins 
y col., 2000). La cepa de Agrobacterium se creció durante tres días a temperatura ambiente 
en placas de LBman/agar con los antibióticos apropiados. A partir de estas placas se 
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inocularon cultivos de 5 ml de 2YT suplementado con antibióticos y se incubaron a 28-
30ºC durante 24 horas a 220 rpm. Una vez crecidas hasta una densidad óptica de 0,45 
(λ=660), se tomaron 10  ml de estos cultivos, se centrifugaron durante 3 minutos a 3000 
rpm y se resuspendió el pellet en medio de inducción suplementado con acetosiringona. 
Las bacterias resuspendidas se incubaron a 28ºC durante 6 horas sin agitación. 
Por otra parte, se aislaron esporas de Fusarium oxysporum Fo5176 y se diluyeron en 
medio IM a una concentración de 2X106 esporas/ml.  
Se mezcló a partes iguales el cultivo de Agrobacterium con el de Fusarium, y se 
pipetearon 25 μl sobre filtros ME25 cortados en cuatro partes y colocados sobre placas de 
CM suplementado con acetosiringona. Estas placas fueron incubadas a 25ºC durante dos 
días y, pasado ese tiempo, los filtros fueron transferidos a placas de CDA suplementadas 
con antibióticos. Las colonias crecidas en estas placas son posibles transformantes, con lo 
cual se transfieron a placas de PDA con antibióticos y se incubaron durante 3 días a 25 ºC. 
De estas placas se aislaron colonias individuales que se crecieron por separado en placas 
de CDA. Las colonias de hongo transformado se seleccionaron mediante visualización al 
microscopio de fluorescencia. 
3.5 TRATAMIENTOS EN PLANTAS 
3.5.1 Inoculación de plantas con el hongo Fusarium oxysporum 
La infección de plantas con el hongo fitopatógeno Fusarium oxysporum se realizó 
sumergiendo las raíces de las plantas en una suspensión de 106 esporas/ml utilizando 
plantas crecidas en tierra durante 2 semanas, a las que se limpió la raíz con agua tras 
extraerlas de los alveolos, para sumergirlas durante 5 minutos en la solución de esporas, y 
volver  a replantarse en alveolos nuevos. Lasplantas utilizadas como control de la infección 
se tarataron de la misma manera sumergiendos en agua durante 5 min antes de 
replantarlas en nuevos alveolos. 
La respuesta de infección  se valoró calculando el porcentaje de plantas que  mostraban 
síntomas de infección de acuerdoa a la escala establecida (descrita en la sección   
resultados, apartado 4.2.1), así como la reducción del crecimiento producida por la 
infección en comparación al tratamiento control en los distintos genotipos. Se examinaron 
al menos 25 plantas de cada genotipo en tres experimentos independientes. 
Para la observación de la infección utilizando la cepa de hongo con la construcción 
GPD:GFP, se utilizaron plantas crecidas en placas verticales durante 7 días, que fueron 
transferidas a tubos de 1,5 ml que contenían una solución de esporas de 105 esporas/ml. 
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La infección se visualizó a las 24h, dos días y tres días tras la inoculación. Se examinaron al 
menos 15 plantas de cada genotipo en tres experimentos independientes. 
3.5.2 Inoculación de las plantas con la bacteria Pseudomonas syringae 
Las plantas de Arabidopsis thaliana se inocularon a las 3-4 semanas de desarrollo  en las 
hojas de la roseta basal con la bacteria fitopatógenaa Pst DC3000. La inoculación se realizó 
por inyección, a través del envés de la hoja, utilizando jeringuillas de 1 ml plastipak 
estériles (Becton Dickinson), presionando suavemente con la jeringuilla sobre la superficie 
foliar.  
Las suspensiones bacterianas se prepararon a partir de un césped bacteriano crecido a 
28°C durante 24 horas  en una placa con medio KB sólido y suplementado con kanamicina 
(50mg/ml) . Tras ese tiempo la bacteria se resuspendió en MgCl2 10 mM hasta alcanzar la 
densidad óptica de 0,1, correspondiente a 107 ufc/ml. Para cada genotipo se examinaron 
un mínimo de 15 plantas en tres experimentos independientes. 
3.5.3 Tratamientos in vitro 
El análisis de respuesta de las plantas a la presencia de oxilipinas, hormonas vegetales y 
otros compuestos de interés se realizó mediante ensayos in vitro en las condiciones 
anteriormente citadas. Para los análisis histológicos y fenotípicos, las semillas se 
germinaron verticalmente en placas cuadradas y se a los cuatro días se transfirieron a 
placas suplementadas con los compuestos de interés a las concentraciones seleccionadas: 
9-HOD, 9-HOT, 9-KOD, 9-KOT, 9,10-KHOE, 13-HOT, 13-HOD, 13-KOD y 12,13-KHOD a 
25μM; 2-HOE a 75μM; 9-oxo-C9 a 20 μM; OPDA a 5μM; JA a 20μM; isoxaben a 10, 20 y 30 
nM; epi-brasinólido a 10 nM; brasinazol a 1  μM; trólox a 50 μM. 
Para su observación al microscopio confocal, las plantas 35S:BKI-YFP se crecieron 
durante 5 días en placas verticales, se transfirieron durante 24 horas a placas 
suplementadas con trolox 50 μM o a medio MS fresco utilizado como control. Cinco horas 
antes de su observación, las placas se trataron con los compuestos de interés diluidos en 
MS 0,5x a las concentraciones seleccionadas: 9-KOT 25 μM; 9-HOT 25 μM; epi-brasinólido 
10 nM. 
Los tratamientos realizados para  los análisis de expresión  se realizaron en plántulas 
crecidas en placas con medio MS 0,5x horizontales durante 12 días y sometidas al 
tratamiento con los compuestos de interés que se añadieron al medio diluidos en MS 0,5x 
hasta alcanzar las concentraciones seleccionadas: 9-KOT 25 μM; isoxaben 500 nM. El 
tejido tratado se recogió a los tiempos indicados en cada caso, se congeló en N2 líquido y se 
mantuvo a -80º hasta su utilización 
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3.6 TÉCNICAS HISTOLÓGICAS 
3.6.1 Tinción de callosa 
La callosa se identificó mediante observación de la fluorescencia inducida por luz 
ultravioleta en el fluorocromo del azul de anilina. Las raíces se sumergieron en una 
solución a de azul de anilina 0,1 mg/ml (SiroBiosupplies, Australia) durante 30 minutos en 
oscuridad. Posteriormente, se lavaron con agua y se visualizaron al microscopio bajo luz 
ultravioleta. En el caso de la tinción de hojas maduras, éstas se destiñeron previamente 
con etanol 100% durante 2 días y se rehidrataron con agua antes de teñir. 
La cuantificación de las papilas de callosa y del tamaño de estas se llevó a cabo con el 
programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Para todos los tratamientos, se examinaron 
al menos 15 muestras en tres experimentos independientes. 
3.6.2 Tinción de lignina 
Para la tinción visualización de lignina, las plántulas se sumergieron en una solución de 
floroglucinol-HCl al 2% durante 10 minutos, se lavaron y se montaron en agua para su 
visualización en el microscopio con luz visible. 
3.6.3  Captura de imágenes 
Las imágenes de raíces fueron tomadas con una cámara digital Olympus DP70 montada 
sobre un microscopio Leica DMR.  
Las imágenes de hojas fueron tomadas con una con una cámara digital monocroma 
OrcaR2 (Hamamatsu) sobre un microscopio epifluorescencia Leica DMI 6000B (Leica 
Microsystems). 
Las imágenes de YFP fueron tomadas con un microcopio confocal Leica TC5-SP5 
acoplado a un software LAS AF v.2.6.0 y usando un objetivo de inmersión en agua 
63x/1.2NA. Para visualizar la fluorescencia se escaneó con Argon 488 nm. 
3.7 ANÁLISIS DE PARED CELULAR  
Para el análisis de los componentes de pared celular, se utilizaron plántulas de 15 días 
crecidas en placas horizontales, transferidas a oscuridad para reducir los niveles de 
almidón antes de su análisis. Los residuos insolubles en alcohol (AIR) se obtuvieros a 
partir de 150mg de tejido que se congela en nitrógeno líquido, antes de proceder a la 
extracción utilizando 1 ml de etanol 70% y tres extracciones con 1ml de 
cloroformo:metanol (1:1, v/v). El pellet se lavó con 1 ml de acetona y se dejó secando al 
vacío durante una noche. Los análisis de celulosa se realizaron en base al método descrito 
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por Saeman y col., (1954) y modificado posteriormente por Bauer e Ibáñez (2014, en 
prensa). El contenido de celulosa se determinó extrayendo la glucosa hemicelulósica, 
mediante hidrólisis con ácido sulfúrico al 4% a partir de la glucosa total. Para cada 
muestra se prepararon dos alícuotas de 1 mg conteniendo los residuos insolubles. La 
primera muestra se trató con 50 μl de ácido sulfúrico al 72% a temperatura ambiente 
durante una hora, para romper la estructura de la celulosa cristalina. La muestra se diluyó 
hasta un 4% de ácido sulfúrico, y se calentó a 121ºC durante una hora. La segunda alícuota 
se trató con 1,45 ml de ácido sulfúrico al 4%, para después calentarla a 121º durante una 
hora. Después de enfriarlas a temperatura ambiente, las reacciones se agitaron con vortex, 
y se usuran a la dilución 1:50 para el análisis cromatográfico por HPLC. 
Los monosacáridos liberados se analizaron usando un sistema de HPLC ICS-3000 
(Thermo Fisher Scientific) equipado con un detector de pulsos amperométrico (PAD). Las 
muestras se inyectaron en una columna de 150mm x 3mm CarboPac PA20 (Thermo Fisher 
Scientific) con una columna guarda de 50 mmx 3 mm del mismo material, y se eluyeron a 
30ºC con hidróxido de potasio 2 mM a una velocidad de 0,4 ml/minuto. El contenido de 
celulosa (mg de celulosa/mg de peso seco) se calculó restando la cantidad de glucosa 
liberada en la hidrólisis con sulfúrico 4% de la cantidad de glucosa liberada por el 
tratamiento con ácido sulfúrico al 72%. Para los análisis de azúcares neutros y ácidos 
urónicos, se hidrolizó una alícuota de 1 mg de AIR con 1,45 ml de ácido sulfúrico al 4%, y 
la mezcla se calentó a 121 ºC durante una hora. Las muestras se enfriaron y vortexearon, y 
se usó una dilución 1:50 para los análisis de HPLC, tal como ya hemos descrito.  
3.8 VECTORES DE TRANSFORMACIÓN 
Para la transformación del hongo fitopatógeno Fusarium oxysporum se utilizó el vector 
pPK2, con resistencia a higromicina, en el que se clonó la construcción GPD:GFP bajo el 
control del promotor de la gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa que confiere 
expresión constitutiva a la proteína verde fluorescente en Fusarium. 
3.9 PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
3.9.1 Preparación de ARN total de plantas 
El ARN total de las plantas se obtuvo a partir de plántulas mediante la precipitación con 
ácido acético 1M y etanol 100% según el protocolo descrito por (Logemann y col., 1987) y 
se cuantificó mediante espectrofotometría a una longitud de onda de 260 nM (DO = 1 
equivale a 40 mg/ml). El ARN extraído se analizó por electroforesis y tinción con BrEt, 
conservándose a -20°C hasta su utilización. 
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3.9.2 PCR cuantitativa 
La expresión génica en las distintas condiciones y tratamientos analizados, se cuantificó 
mediante ensayos de PCR cuantitativa eliminando la presencia   de ADN de las muestras 
examinadas  mediante el uso del kit DNAse TURBO DNA-free (Ambion). Se utilizó 1 μg de 
ARN para sintetizar el ADNc mediante el uso del kit Transcription First Stand cDNA 
synthesis kit (Roche). La expresión se cuantificó mediante el uso del kit FastStart 
Universal SYBR Green Master (ROX) system (Roche), en todos los casos según las 
especificaciones del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 
7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystem) y los resultados fueron procesados 
mediante el programa 7500 Software v2.0.5 (Applied Biosystem). Los genes analizados y 
los cebadores utlizados se muestran en la tabla adjunto. La expresión del gen RPL3A 
(At1g43170), se utilizó como control interno para la cuantificación de transcritos.  
Tabla 1. Cebadores utilizados para PCR cuantitativa 
Gen Locus Secuencia de los cebadores  
ABC At1g15520 5’ TCCTTAAGTCTCGTGGGTTCTTAC 3’ 
5’ TTGAGGCTTTCCCAAGGAGT 3’ 
 
FOX At1g26380 5’ AATGCCTTCGGTATCAGGCT 3’ 
5’ GGGTTCGAGAACCTCGTGTT 3’ 
 
LOX1 At1g55020 5’ TTTGGATGGACTCACTGTTGAAG 3’ 
5’ GTCCCAAGTATGGCATCAGTGT 3’ 
 
LOX5 At3g22400 5’ GGCTTGGAGGACTGACGAA 3’ 
5’ TTTGCAGAGTCCAGACAGCTC 3’ 
 
RPL3A  At1g43170 5’ GTCTCACAGGAAGTTTGAGCACC 3’ 
5’ CCTTAGGGAACGCCTTCACC 3’ 
 
 
3.10 ANÁLISIS DE PERFILES TRANSCRIPTÓMICOS 
Se analizaron y compararon los perfiles transcriptómicos de plántulas a los 12 días 
según se describe a continuación: i) plántulas silvestres sin tratar vs. plántulas noxy2-2 sin 
tratar, ii) plántulas silvestres vs. plántulas noxy2-2, tratadas con isoxaben durante 9h.   
Las muestras de ARN se purificaron con el kit “RNAeasy mini kit” (Quiagen) y se 
cuantificaron con un Nanodrop ND-1000 UV-Vis spectrophotometer (Nanodrop 
Technology Inc.). La calidad del ARN se verificó mediante el uso de un bioanalyzer Agilent 
2100 bioanalyzer (Agilent Technologies). Para cada tratamiento se prepararon 3 réplicas 
biológicas de ARN y se hibridaron independientemente utilizando micromatrices 
100718:Athal_TAIR9_exp_H12 genome array (NimbleGen Gene Expression 12x135K 
platform, Roche). Cada micromatriz se hibridó con el kit de hibridación NimbleGen y se 
lavó con la solución de lavado NimbleGen (ambos de Roche). Las micromatrices se 
examinaron utilizando un escáner de ADN de micromatrices (Agilent Technologies) a una 
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Materiales y métodos 
resolución de 16 bits y los datos se analizaron utilizando el programa NimbleGen Scan, de 
Roche. Los trascritos diferencialmente expresados se determinaron mediante el uso del 
programa Limma (Smyth y col., 2005) y para controlar la tasa de falsos positivos los 
valores P se corrigieron usando el método descrito por (Benjamini y Hochberg, 1995). 
Los grupos de genes diferencialmente expresados se identificaron usando el programa 
Multiexperiment Viewer (MeV) v.4.3 (www.tm4.org) empleando un método de agrupación 
de media K y la correlación de Pearson’s. 
Para realizar las comparaciones trascriptómicas, se hizo uso de la aplicación FatiGO (Al-
Shahrour y col., 2004), contenida en la suite online Babelomics vs.3.2 (Al-Shahrour y col., 
2006). Para realizar el análisis funcional de los genes diferencialmente expresados se 






















































4.1 PARTICIPACIÓN DE LOS GENES 9-LOX EN LA SEÑALIZACIÓN DEL DAÑO EN LA 
PARED CELULAR 
Estudios previos realizados en el laboratorio habían puesto de manifiesto la 
participación de las enzimas 9-lipooxigenasas (9-LOX) en la respuesta de defensa vegetal y 
que la acción defensiva de las oxilipinas 9-HOT y 9-KOT, generadas a través de esta ruta, se 
ejerce mediante la producción de estrés oxidativo, la modificación de la pared celular y la 
alteración de la expresión de genes específicos de la planta. Además, la caracterización de 
plantas mutantes de Arabidopsis insensibles a 9-HOT (noxy del inglés, non-responding to 
oxylipins) mostró que las deficiencias en la ruta de señalización regulada por la acción de 
las 9-oxilipinas estaban, con frecuencia, asociadas a un defecto en la respuesta de la planta 
al daño en la pared celular. Estos resultados sugerían que las enzimas 9-LOX podrían 
formar parte de la denominada ruta de la integridad de la pared celular que se activa en 
respuesta al daño causado durante la infección y cuya activación contribuye a limitar el 
crecimiento y el progreso del patógeno en la planta (Vellosillo y col., 2007; Vellosillo y col., 
2013).  
En el presente trabajo hemos continuado estos estudios, procediendo a examinar el 
papel de las enzimas 9-LOX en la respuesta al daño en la pared celular de la planta, así 
como los procesos de señalización regulados por la acción las 9-oxilipinas en esta 
respuesta. 
4.1.1 Las enzimas 9-lipooxigenasas regulan la respuesta al daño en la pared 
celular 
Para examinar el papel de las enzimas 9-lipooxigenasas en la señalización del daño de la 
pared celular, procedimos a evaluar la respuesta de plantas silvestres y plantas mutantes 
lox1lox5, carentes de actividad 9-LOX, al tratamiento con isoxaben, un herbicida que inhibe 
la actividad de las enzimas celulosa sintasa provocando la reducción de los niveles de 
celulosa y la parada del crecimiento de la planta (Heim y col., 1990a; Scheible y col., 2001; 
Caño-Delgado y col., 2003). La respuesta a este herbicida está acompañada de la formación 
de depósitos de lignina, así como de una amplia reprogramación transcripcional en genes 
de la planta implicados en procesos de defensa, de estrés oxidativo y de modificación de la 
pared celular (Huckelhoven, 2007; Bhuiyan y col., 2009a, 2009b). Además, otros estudios 
han demostrado que la mutación de los genes que codifican las enzimas celulosa sintasa 
conlleva la activación  de genes y rutas de defensa y el aumento de la resistencia de la 




Ralstonia solanacearum (Ellis y Turner, 2001; Caño-Delgado y col., 2003; Hernandez-
Blanco y col., 2007). Todo lo anterior indica que las respuestas de la planta al isoxaben no 
están dirigidas simplemente a compensar la reducción de los niveles de celulosa, si no que 
constituyen una respuesta activa frente al daño y comparten procesos de señalización con 
la ruta de integridad de la pared celular y la inmunidad vegetal. 
Los resultados descritos nos condujeron a iniciar el presente trabajo, dirigido a 
examinar la participación de las enzimas 9-lipoxigenasas en la señalización que se activa 
en respuesta al daño en la pared celular provocado por la acción del isoxaben. 
Para abordar este estudio procedimos, en primer lugar, a comparar los fenotipos de 
plantas silvestres y del mutante lox1lox5 crecidas en medio suplementado con isoxaben. 
Los resultados de estos análisis no permitían observar diferencias en el crecimiento 
radicular de las plantas examinadas durante los primeros días de crecimiento en presencia 
del herbicida (4 días con isoxaben 10nM; Figura 1A); sin embargo, a los 7 días de 
crecimiento en medio suplementado con isoxaben se observa una detención de 
crecimiento más pronunciada en el mutante lox1lox5 que en las plantas silvestres (Figura 
1B), siendo las raíces del mutante un 33% más cortas que las de las plantas control. Estos 
resultados ponen de manifiesto la susceptibilidad del mutante lox1lox5 al isoxaben y 
sugieren la participación de las enzimas 9-LOXs en la señalización del daño en la pared 
celular producido por el herbicida. 
 




Para confirmar estos resultados decidimos examinar si la adicción de oxilipinas 
sintetizadas por la ruta de las 9-LOXs producía alguna alteración en el fenotipo causado 
por el isoxaben. Para ello, plantas sanas germinadas en MS se transfirieron a medio 
Figura 1. Análisis fenotípico de la respuesta a isoxaben. 
A) Fenotipo de plantas del tipo silvestre y del mutante lox1lox5 crecidas durante tres días en medio MS y 
posteriormente transferidas durante cuatro días a medio MS con isoxaben (10nM). La gráfica muestra la 
longitud de crecimiento de las raíces de ambos genotipos desde el momento de su transferencia. 
B) Fenotipo del tipo silvestre y del mutante lox1lox5 crecidas durante tres días en medio MS y posteriormente 
transferidas durante siete días a medio MS con isoxaben (10nM). La gráfica muestra la longitud de crecimiento 
de las raíces de ambos genotipos desde el momento de su transferencia. Los datos muestran el valor medio y la 
desviación estándar obtenidas de la medida de 20 plántulas. Los asteriscos sobre las barras muestran 
diferencias estadísticamente significativas entre Col-0 y lox1lox5 (test t de Student; *** p <0,001). Los datos son 






suplementado con isoxaben (10nM), solo o en combinación con 9-KOT o 9-HOT, dos 
oxilipinas producidas por la ruta de las 9-LOXs que  se acumulan en las raíces de plantas 
silvestres (Vellosillo y col., 2007; Vicente y col., 2012). Los resultados de estos análisis 
pusieron de manifiesto que la presencia de 9-KOT en el medio causa una clara reversión 
del acortamiento radicular en los dos genotipos analizados (de 0,3 a 0,8 cm en Col-0 y de 
0,3 a 0,6 cm en lox1lox5) mientras que el 9-HOT causa una reversión menor, aunque 
significativa, en las plantas silvestres (Figura 2A). La reversión observada apoya la 
participación de la ruta de las 9-LOXs y sus derivados en la señalización del daño en la 
pared celular, en donde la acción de las oxilipinas contribuiría a la recuperación del daño 
celular.  
La participación de las enzimas 9-lipoxigenasa en la respuesta al isoxaben se examinó 
igualmente mediante el análisis de la expresión de los genes LOX1 y LOX5, que codifican las 
enzimas 9-LOXs en plantas de Arabidopsis (Bannenberg y col., 2009a). Estos ensayos 
pusieron de manifiesto el aumento de la expresión del gen LOX1 a las 24 y 48 horas de 
tratamiento, mientras que el nivel de transcritos correspondientes al gen LOX5 no 
mostraba modificaciones importantes (Figura 2B). Los resultados descritos sostienen la 
participación de la ruta de las 9-LOXs en la señalización del daño en la pared celular en 








Figura 2. Acción del 9-KOT y el 9-HOT en las respuestas de plántulas silvestres y del mutante lox1lox5 a 
isoxaben. 
A) Fenotipo de plantas silvestres y del mutante lox1lox5 crecidas durante tres días en medio MS y transferidas 
durante cuatro días a medio MS suplementado con isoxaben (10 nM) y 9-KOT (25 μM) o 9-HOT (25 μM). La 
gráfica muestra la longitud de crecimiento de las raíces de ambos genotipos desde el momento de su 
transferencia Los datos muestran el valor medio y la desviación estándar obtenidas de la medida de 20 
plántulas y son el resultado de tres experimentos independientes. Los asteriscos sobre las barras muestran 
diferencias estadísticamente significativas entre plántulas crecidas en isoxaben solo o en combinación con 9-
KOT o 9-HOT (test t de Student; *** p <0,001; ** p<0,01) 
B) La expresión de los genes LOX1 y LOX5 se determinó mediante un análisis de RT-PCR cuantitativa, a partir de 
muestras de ARN de plántulas tratadas con isoxaben (500nM) y recogidas a diferentes tiempos. Como control 
interno para normalizar el nivel de transcritos, se usó el gen At1g43170, que codifica la proteína RPL3A. Los 





4.1.2 Las oxilipinas derivadas de las rutas de las 9-LOXs y 13-LOXs revierten el 
fenotipo inducido por el isoxaben 
Trabajos anteriores dirigidos a examinar la función de las oxilipinas, revelaron que 
tanto el 9-HOT como el 9-KOT, así como otras ocho oxilipinas (sintetizadas a través de las 
rutas iniciadas por la acción de las 9-LOX, 13-LOX y α-DOX, descritas en la Tabla 1) 
inducen el rizo radicular en plántulas silvestres de Arabidopsis. 
Tabla 2. Actividad fenotípica de las oxilipinas usadas en este estudio 
Oxilipinas  Nombre corto 
Rizo radicular  
Ácido 9(S)-Hidroxi-10(E), 12(Z), 15(Z)-octadecatrienoico 9-HOT 
Ácido 9(S)-Hidroxi-10(E), 12(Z)-octadecadienoico 9-HOD 
Ácido 9(S)-Keto-10(E), 12(Z), 15(Z)-octadecatrienoico 9-KOT 
Ácido 9(S)-Keto-10(E), 12(Z)-octadecadienoico 9-KOD 
Ácido 9-Hidroxi-10-oxo-12(Z)-octadecenoico 9,10-KHOE 
Ácido 13(S)-Hidroxi-9(Z), 11(E), 15(Z)-octadecatrienoico 13-HOT 
Ácido 13(S)-Hidroxi-9(Z), 11(E)-octadecadienoico 13-HOD 
Ácido 13-Oxo-9(Z), 11(E)-octadecadienoico  13-KOD 
Ácido 13-Hidroxi-12-oxo-9(Z), 15(Z)-octadecadienoico 12, 13-KHOD 
Ácido 2 (R, S)-Hidroxi-9(Z)-octadecenoico  2-HOE 
  
Parada de crecimiento radicular con  pérdida de dominancia apical   
Ácido 9-oxononanoico  9-Oxo-C9 
  
Parada de crecimiento generalizada  
Ácido 12-Oxo-10, 15(Z)-fitodienoico OPDA 
Ácido 3-Oxo-2-(2Z)-2-pentenil-ciclopentaneacético JA 
 
Por ello, decidimos examinar si, además del 9-HOT y el 9-KOT, otras oxilipinas 
inductoras del rizo radicular podrían interferir la acción del isoxaben. Además, quisimos 
estudiar si oxilipinas que activan rutas de señalización independientes (Vellosillo y col., 
2007), como son el 9-oxo-C9, el OPDA y el Ácido Jasmónico (JA) modificaban la respuesta al 
hebicida. Como se muestra en la Figura 3, en estos análisis pudimos comprobar que la 
aplicación de las oxilipinas 9,10-KHOE, 12,13-KHOD, 9-KOD y 13-KOD revierte el fenotipo 
del isoxaben de forma significativa, aunque en menor proporción que el 9-KOT (Figura 2), 
mientras que el resto de oxilipinas examinadas no ejercen ningún efecto en el fenotipo 
radicular inducido por el isoxaben. Estos resultados muestran la capacidad de las 
oxilipinas inductoras de rizo radicular, particularmente de aquellas que contienen un 
grupo cetónico, para revertir el fenotipo causado por el isoxaben y, por tanto, sugieren su 










Dada la existencia de estudios previos que relacionaban la participación del ácido 
jasmónico con la respuesta a isoxaben (Caño-Delgado y col., 2003; Denness y col., 2011), 
analizamos  el fenotipo de los mutantes aos (deficientes en la síntesis de JA; (Park y col., 
2002)) y coi1-1 (insensible a JA; (Xie y col., 1998)) en respuesta al herbicida. En estos 
análisis no se observan diferencias significativas en la respuesta al isoxaben de las plantas 
silvestres y de los mutantes examinados, y permiten descartar la participación del ácido JA 
en la aparición del fenotipo radicular examinado (Figura 4). 
 
4.1.3 La aplicación de las oxilipinas 9-KOT y 9-HOT induce la síntesis de 
brasinoesteroides 
Los resultados descritos apoyan la participación de las enzimas lipooxigenasas en la 
señalización del daño celular y ponen de manifiesto el papel de las oxilipinas 9-KOT y 9-
HOT en la regulación de esta respuesta. Estas características muestran un claro 
Figura 3. Análisis de la longitud de la raíz en plantas silvestres de Arabidopsis crecidas en isoxaben y 
oxilipinas. Lontitud de las raíces principales de plantas Col-0 crecidas durante tres días en medio MS y 
transferidas cuatro días a medio suplementado con isoxaben 10nM solo o en combinación con las siguientes 
oxilipinas: 9-HOD, 9-KOD, 9,10-KHOE, 13-HOT, 13-HOD, 13-KOD y 12,13-KHOD (a 25 μM todas ellas); 2-HOE (75 
μM); 9-oxo-C9 (15 μM); OPDA (2 μM) y JA (10 μM). Los datos muestran la media ± la desviación estándar de la 
longitud de 20 plántulas en tres experimentos independientes. Los asteriscos sobre las barras indican 
diferencias estadísticamente significativas entre plántulas crecidas en isoxaben solo o en combinación con 
oxilipinas (test t de Student; *** p <0,001; ** p<0,01). Se indican las diferencias significativas de reversión entre 
las distintas oxilipinas (test ANOVA; las letras sobre las barras indican diferencias significativas). 
 
 
Figura 4. Análisis fenotípico de la respuesta 
a isoxaben de mutantes de jasmónico. 
Fenotipo del tipo silvestre y de los mutantes 
coi1-1 y aos crecidas durante tres días en 
medio MS y posteriormente transferidas 
durante cuatro días a medio MS con 
isoxaben (10nM). Se muestran imágenes 
representativas del análisis de 15 plantas en 





paralelismo con las asignadas al 24-epi-brasinólido (BL), uno de los brasinoesteroides más 
activos, que actúa como señal en la reparación del daño de la pared celular e induce un 
fenotipo de rizo radicular (Lanza y col., 2012; Wolf y col., 2012) similar al provocado por 
las oxilipinas. Esta coincidencia indicaba que las rutas de transducción reguladas por        
9-KOT, 9-HOT y BL podrían compartir procesos de señalización. 
Para analizar esta posibilidad procedimos a examinar la respuesta de plantas silvestres, 
de mutantes deficientes en la síntesis de oxilipinas (lox1lox5; carentes de actividad 9-LOX) 
y de los mutantes bri1-1 (deficientes en la percepción de BRs) y det2-1 (deficiente en la 
síntesis de BRs) a las señales de interés. Los resultados de estos análisis permitieron 
comprobar que el tratamiento con 9-KOT y 9-HOT induce el rizo radicular en plantas 
silvestres y en el mutante lox1lox5, pero no en los mutantes bri1-1 ni det2-1 (Figura 5). Por 
otra parte, el crecimiento en placas suplementadas con BL induce el rizo en plántulas 
silvestres y en el mutante lox1lox5, pero no en bri1-1, incapaz de percibir BL (Figura 5C). A 
diferencia de lo que ocurre con el mutante bri1-1, el mutante det2-1, deficiente en la 
síntesis de BRs, responde a la  aplicación de BL induciendo rizo radicular. Estos resultados 
indicaban que el fenotipo de rizo radicular provocado en respuesta a la aplicación de 9-
KOT y 9-HOT se produciría como consecuencia de  la activación de la síntesis de BRs y de 
la ruta de señalización regulada por esta hormona. Para confirmar estos resultados 
procedimos a utilizar el inhibidor de la síntesis de brasinoesteroides, brasinazol (BZ), y a 
examinar los fenotipos de rizo radicular inducidos por la acción de BL, 9-HOT y 9-KOT al 
aplicarlos conjuntamente con este inhibidor. De acuerdo a nuestras expectativas, la 
aplicación de BZ, y por tanto la inhibición de la síntesis de BRs, inhibe la respuesta de rizo 
radicular inducida por las oxilipinas 9-KOT/9-HOT (Figura 5B), mientras que el BZ no 
afecta al fenotipo de rizo radicular que se induce en respuesta a la aplicación de BL (Figura 
5C), demostrando así que el rizo provocado por 9-HOT y el 9-KOT se establece mediante la 
inducción de la síntesis de brasinoesteroides. 
Los análisis  fenotípicos descritos se acompañaron del estudio de la expresión de los 
genes ABC y FOX, marcadores de respuesta al 9-KOT y 9-HOT (Lopez y col., 2011; Vicente y 
col., 2012) en plantas silvestres y en el mutante det2-1 tras el tratamiento con 9-KOT. Los 
resultados de estos análisis permitieron comprobar que la expresión de ambos genes se 
induce en las plantas silvestres a las tres horas del tratamiento con 9-KOT, mientras que 
dicha activación está seriamente comprometida en el mutante det2-1, en donde solo se 
alcanza una pequeña inducción de la expresión. Estos análisis apoyan los resultados que 












La insensibilidad del mutante bri1-1 a la aplicación de 9-KOT y 9-HOT, permitía suponer 
que la activación de la respuesta de rizo radicular inducida por otras oxilipinas requeriría, 
igualmente, la participación de la ruta de señalización regulada por los BRs. Para examinar 
esta posibilidad procedimos a analizar la respuesta del mutante bri1-1, al tratamiento con 
el resto de las oxilipinas inductoras del rizo radicular (Vellosillo y col., 2007). De acuerdo a 
lo esperado, las oxilipinas analizadas no activan una respuesta de rizo radicular en el 




Figura 5. Respuesta de plántulas silvestres, lox1lox5, bri1-1 y det2-1 a 9-KOT, 9-HOT y BL. 
A) Fenotipo de plántulas crecidas durante 3 días en medio MS y posteriormente transferidas por 4 días a medio 
MS fresco, como control.   
B) Fenotipo de plántulas crecidas durante 3 días en medio MS y posteriormente transferidas por 4 días a medio 
MS suplementado con 9-KOT (25 µM) y BZ (1μM). 
C) Fenotipo de plántulas crecidas durante 3 días en medio MS y posteriormente transferidas por 4 días a medio 
MS suplementado con 9-HOT (25 µM) y BZ (1μM). 
D) Fenotipo de plántulas crecidas durante 3 días en medio MS y posteriormente transferidas por 4 días a medio 
MS suplementado con BL (10 nM) y BZ (1μM). 
E) Análisis de expresión del gen ABC mediante qRT-PCR a partir de ARN de plantas Col-0 y det2-1 tratadas con 9-
KOT 25μM. Como control interno para normalizar el nivel de transcritos, se usó el gen At1g43170, que codifica 
la proteína RPL3A. Los resultados son la media ± DE de tres experimentos independientes. 
F) Análisis de expresión del gen FOX mediante qRT-PCR a partir de ARN de plantas Col-0 y det2-1 tratadas con 9-
KOT 25μM. Como control interno para normalizar el nivel de transcritos, se usó el gen At1g43170, que codifica 
la proteína RPL3A. Los resultados son la media ± DE de tres experimentos independientes. 
 
 
Figura 6. Análisis fenotípico del mutante bri1-1 crecido en presencia de oxilipinas. Fenotipo del mutante bri1-
1, crecido durante 3 días en MS y transferido durante 4 días a medio MS suplementado con oxilipinas, para su 
posterior observación. La concentración de las oxilipinas utilizada fue 25μM, exceptuando el 2-HOE, del que se 





4.1.4 El efecto del 9-KOT en la respuesta al isoxaben se establece a través de la 
señalización de los BRs 
 En base a los resultados que demuestran la participación de los BRs en la respuesta de 
rizo radicular inducida por las oxilipinas, quisimos analizar si la activación de los BRs 
también  mediaba la reversión del fenotipo del isoxaben causada por el 9-KOT.  Para ello, 
procedimos a examinar la respuesta de los mutantes  det2-1 y bri1-1 a la aplicación 
conjunta de isoxaben y 9-KOT. Los resultados de estos análisis permitieron comprobar 
que el defecto en la síntesis y en la señalización de BRs de estos mutantes provoca un 
mayor acortamiento de la raíz tras el tratamiento con isoxaben que el observado en las 
plantas silvestres  y que, además,  la aplicación de 9-KOT no revierte este fenotipo. Estos 
resultados permiten concluir que la acción del 9-KOT en la reversión del acortamiento 
radicular producido por el isoxaben se establece a través de la síntesis y de la señalización 
de brasinoesteriodes.  
Los análisis  fenotípicos descritos se acompañaron del estudio de la expresión de los 
genes ABC y FOX, marcadores de respuesta al 9-KOT y 9-HOT, en plantas silvestres y en el 
mutante det2-1 tras el tratamiento con isoxaben. Los resultados de estos análisis 
mostraron que la expresión de ambos genes se induce en las plantas silvestres tras el 
tratamiento con isoxaben, mientras que dicha activación está seriamente comprometida 
en el mutante det2-1, en donde solo se alcanza una pequeña inducción de la expresión. 
Estos resultados apoyan el papel de las oxilipinas en la respuesta a isoxaben y la 







Figura 7. Respuesta de plántulas silvestres, bri1-1 y det2-1 a  9-KOT y BL. 
A) Fenotipo de plántulas crecidas durante 3 días en medio MS y posteriormente transferidas por 4 días a medio 
MS suplementado con isoxaben (10nM) solo o con 9-KOT (25 µM). 
B) Análisis de expresión de los genes ABC y FOX mediante qRT-PCR a partir de ARN de plantas Col-0 y det2-1 
tratadas con isoxaben 500 nM. Como control interno para normalizar el nivel de transcritos, se usó el gen 









4.1.5 Las oxilipinas 9-KOT y 9-HOT activan la ruta de señalización regulada por 
los BRs 
Como continuación de los resultados descritos, nos propusimos examinar si la 
aplicación de 9-KOT y 9-HOT activa la ruta de señalización regulada por los BRs. Para ello, 
hicimos uso de la línea transgénica BKI1:YFP, marcadora de la señalización de 
brasinoesteroides. La proteína BKI1 (del inglés BRASSINOESTERIOD KINASE 
INHIBITOR1) se localiza en la membrana plasmática, en donde interacciona con el 
receptor de brasinoesteroides BRI1 inhibiendo la señalización de esta ruta; en respuesta a 
la presencia de BRs, la proteína BKI1 se traslada al citosol y permite la activación de la 
señalización (X. Wang y Chory, 2006). De acuerdo a estas características, la fluorescencia 
que se observa en la raíz de las plantas transgénicas BKI1:YFP no tratadas está 
preferentemente localizada en la membrana celular, mientras que a las 5 h del tratamiento 
con BL la fluorescencia se encuentra mayoritariamente localizada en el citoplasma celular 
(Figura 8). De la misma manera, la aplicación de 9-KOT o 9-HOT provoca la relocalización 
de la proteína BKI1:YFP desde la membrana al citoplasma, contribuyendo así a la 






Los datos que indican que la aplicación de 9-KOT conduce a la activación de la respuesta 
a brasinoesteroides se sustentan, además, por los resultados obtenidos mediante la 
comparación de los perfiles transcriptómicos de la respuesta a 9-KOT (Vicente et al., 2012) 
con un compendio de genes de respuesta a BRs (Sun y col., 2010). La comparación de 
Figura 8. Localización espacial de la proteína BKI:YFP en plantas transgénicas en respuesta al tratamiento por 
oxilipinas y BL. 
A) Imágenes de microscopía confocal de raíces de plántulas 35S:BKI:YFP crecidas durante 6 días en medio MS, a 
las 5 horas de tratamiento con BL 10nM, 9KOT 25μM o 9-HOT 25μM.  
B) Fenotipo de las plantas silvestres crecidas durante 3 días en MS y trasferidas para su crecimiento durante 4 
días en medio MS suplementado con BL 10nM, 9KOT 25μM o 9-HOT 25μM. 
C) Imágenes de microscopía confocal de raíces de plántulas 35S:BKI:YFP crecidas durante 5 días en medio MS, 
transferidas 24 horas a medio MS suplementado con trolox 50 μM y posteriormente tratadas durante 5 horas 
con BL 10nM, 9KOT 25μM o 9-HOT 25μM.  
D) Fenotipo de las plantas silvestres crecidas durante 3 días en MS y trasferidas para su crecimiento durante 4 






ambos perfiles transcriptómicos permite observar  que el grupo de transcritos inducidos 
por 9-KOT se encuentra significativamente enriquecido en genes de respuesta a BRs, tanto 
inducidos (24%) como reprimidos (12%).  
 
 
4.1.6 La actividad antioxidante de los tocoferoles inhibe la acción de las oxilipinas 
como inductoras de la señalización de BRs 
Estudios previos de nuestro laboratorio habían puesto de manifiesto que el fenotipo de 
rizo radicular inducido por 9-HOT se inhibe en presencia de trolox, un análogo del α-
tocoferol con actividad antioxidante que limita la peroxidación de lípidos (Lopez y col., 
2011). En base a estos resultados, y dado que el rizo radicular inducido por 9-KOT y 9-
HOT se establece a través de la activación de la señalización de BRs, nos propusimos 
examinar si la aplicación de trolox podría interferir la acción del 9-KOT y 9-HOT como 
inductores de la señalización de BRs, y si este agente antioxidante podría inhibir también 
el rizo radicular activado por los BRs. 
Los resultados de estos análisis pusieron de manifiesto que, mientras que el trolox  
inhibe el rizo producido por el 9-KOT y el 9-HOT, su presencia no impide la activación del 
rizo radicular inducido en respuesta a la aplicación de BL (Figura 8B y 8D). De esta 
manera, nuestros resultados indicarían que la actividad protectora del trolox sobre los 
lípidos impediría la acción de las oxilipinas como activadoras de los brasinoesteroides. 
Para examinar esta posibilidad, procedimos a analizar la localización de la proteína  
BKI:YFP en raíces de plantas crecidas durante 24 horas en presencia de trolox y tratadas 
posteriormente con 9-HOT, 9-KOT o BL (Figura 8C). En estos análisis pudimos observar 
que el tratamiento con trolox provocaba un aumento en la fluorescencia de la membrana 
y, por tanto, la retención de la proteína BKI1:YFP en la membrana plasmática. En estas 
Figura 9. Comparación de los análisis 
transcriptómicos de respuesta a 9-KOT y 
a BR. Las barras negras muestran los 
genes coincidentes en ambas respuestas, 
mientras que las barras rayadas muestran 
el umbral de coincidencia al azar. Los 
asteriscos encima de la barra indican 
diferencias estadísticamente significativas 
mediante un test binomial *** p<0,001. 
Los genes anteriormente descritos como 
inducibles en respuesta a 9-KOT (Vicente y 
col., 2012) se compararon con un 
compendio de genes de respuesta a 
brasinoesteroides, procedentes de 
distintos estudios de micromatrices  (Sun 




condiciones, la aplicación de BL favorece la relocalización de BKI1:YFP de la membrana al 
citoplasma y, como consecuencia, la activación de la señalización en respuesta a esta 
hormona; por el contrario, la aplicación de 9-HOT o 9-KOT, no produce la relocalización de 
la proteína BKI1:YFP, que permanece prioritariamente localizada en la membrana 
plasmática (Figura 8C). Estos resultados permiten concluir que la aplicación de trolox 
interfiere con la acción del 9-KOT y 9-HOT  como activadores de la señalización de los BRs 
y, por tanto, que el 9-HOT y el 9-KOT activarían la síntesis de BRs mediante la producción 
de estrés oxidativo y peroxidación de lípidos. 
4.1.7 Las modificaciones de pared celular inducidas por las 9-lipooxigenasas se 
establecen mediante la señalización de los brasinoesteroides 
Estudios previos realizados en el laboratorio habían puesto de manifiesto que la 
aplicación de 9-HOT provoca la deposición de acúmulos de calosa en la pared celular 
(Vellosillo y col., 2007). Por ello, y dado que los resultados descritos anteriormente indican 
que la respuesta a estas señales lipídicas se induce a través de la activación de la ruta de 
los BRs, procedimos a examinar si la producción de acúmulos de calosa activada por las 
oxilipinas se establece, igualmente, a través de la señalización de los BRs. Para evaluar esta 
posibilidad examinamos la formación de calosa en plantas silvestres de Arabidopsis y en 
plantas mutantes bri1-1 y det2-1 (deficientes en la percepción y la síntesis de BRs, 
respectivamente) sometidas al tratamiento con 9-HOT.  Como se muestra en la Figura 10, 
el crecimiento de las plantas en medio MS suplementado con 9-HOT (25 μM) produce la 
acumulación de abundantes depósitos de calosa en las raíces de las plantas silvestres, 
mientras que dicha respuesta no se observa en los mutantes bri1-1 y det2-1. De acuerdo a 
estos resultados que reflejan la participación de los BRs en la respuesta al 9-HOT, la 
aplicación del inhibidor de la síntesis de BRs, BZ, impide la formación de depósitos de 
calosa cuando se aplica conjuntamente con el 9-HOT.  
En concordancia con estos resultados, observamos que el tratamiento conjunto con BL y  
9-HOT en el mutante det2-1 induce la formación de depósitos de calosa, mientras que el 
mutante bri1-1 no activa esta respuesta. Finalmente, y como control de estos 
experimentos, pudimos observar que el tratamiento con BZ o BL no induce la formación de 
calosa en ninguno de las plantas examinadas. Todos estos resultados contribuyen a 
demostrar que la formación de depósitos de calosa en respuesta al tratamiento con 9-HOT 
se establece mediante la activación de la síntesis y la señalización de BRs y que ambas 
señales, las 9-oxilipinas y los BRs, actúan de forma secuencial para inducir la modificación 








4.1.8 La activación de los BRs favorece la modificación de la pared celular durante 
la defensa de la planta 
La formación de depósitos de calosa se activa durante la respuesta de defensa de la 
planta frente al ataque de patógenos (Vorwerk y col., 2004; Luna y col., 2011) y su 
aparición contribuye a limitar la infección y la progresión del patógeno en el tejido 
infectado. Por ello, procedimos a examinar si las enzimas 9-lipooxigenasas y los 
brasinoesteroides participan en la formación de calosa durante la respuesta de defensa de 
la planta, seleccionando para realizar estos análisis la bacteria virulenta Pseudomonas 
syringae pv. tomato DC3000. El fenotipo enano de los mutantes det2-1 y bri1-1 impedía su 
utilización en este estudio, por lo que procedimos a hacer uso de los mutantes bzr1-1D y 
bes1-D, en los que la ruta de los BRs se encuentra activada de forma constitutiva (Y. Yin y 
col., 2002b; He y col., 2005). Los resultados obtenidos permiten observar que la infección 
bacteriana provoca la formación de depósitos de calosa en todos los genotipos 
examinados, es decir, en las plantas silvestres y en los mutantes lox1lox5 (deficiente en 
actividad 9-LOX), bzr1-1D y bes1-D (estos dos últimos con activación constitutiva de BRs). 
La cuantificación de esta respuesta no reveló diferencias significativas en el número de 
depósitos de calosa formados en los distintos mutantes, mientras que el análisis del 
tamaño de los acúmulos puso de manifiesto diferencias significativas en el mutante bes1-D 
en el que resultaron ser 2,5 veces mayores que los observados en las plantas silvestres 
Col-0. De hecho, es en este mutante en el único en que se producen acúmulos de calosa en 
Figura 10. Formación de depósitos de calosa en las raíces de plántulas silvestres y mutantes tras el 
tratamiento con isoxaben. 
A) Imágenes de microscopía de fluorescencia de la deposición de calosa tras la tinción con azul de anilina en 
raíces de plantas silvestres, bri1-1 y det2-1 tras su tratamiento con 9-HOT (25 μM). Las figuras inferiores 
muestran la deposición de calosa en raíces tratadas con 9-HOT y BZ (1 μM) o BL (10 nM). 





respuesta a la inoculación de Cl2Mg utilizado como control. Estos resultados ponen de 
manifiesto que la activación de la señalización de los BRs favorece la modificación de la 
pared celular en respuesta a una infección bacteriana, y posiblemente, la activación de la 







4.1.9 Las modificaciones de pared celular inducidas por el isoxaben se establecen 
mediante la señalización de los brasinoesteroides 
Los resultados que ponen de manifiesto la participación de los brasinoesteroides en la 
modificación de pared celular inducida por las 9-LOXs, nos condujo a examinar si la ruta 
de los BRs podría regular la formación de otras modificaciones de pared que pudieran 
contribuir, igualmente, a la defensa de la planta frente a la infección por patógenos. Una de 
dichas respuestas es la acumulación de lignina, compuesto que forma parte de la pared 
Figura 11. Caracterización de la formación de calosa en hojas tras la infección con Pst DC3000. 
A) Visualización mediante microscopía de fluorescencia de la deposición de calosa en hojas de Col-0, lox1lox5, 
bes1-D y bzr1-1D a las 24h tras su infiltración con Cl2Mg, (10 nM). 
B) Visualización mediante microscopía de fluorescencia de la deposición de calosa en hojas de Col-0, lox1lox5, 
bes1-D y bzr1-1D a las 24h tras su infiltración con Pst DC3000(10
7
 ufc/ml). 
C) Cuantificación de los depósitos de calosa formados tras la infección bacteriana. El número de acúmulos está 
expresado en unidades relativas por mm
2
 normalizado respecto al valor en plantas silvestres. 
D) Tamaño de los depósitos de calosa formados tras la infección bacteriana. Los valores están expresados en 
unidades relativas, normalizados respecto al tamaño de los depósitos en plantas silvestres. Los asteriscos sobre 
las barras señalan diferencias estadísticamente significativas entre plántulas silvestres y mutantes (test t de 






secundaria de las células vegetales y que se acumula de forma ectópica en respuesta al 
tratamiento con isoxaben (Caño-Delgado y col., 2003).  
En plantas control, el tratamiento con isoxaben induce la formación de depósitos de 
lignina en dos zonas distintas de la raíz, una cercana al ápice y una segunda en la zona de 
elongación por encima del engrosamiento producido como consecuencia de la parada de 
crecimiento causada por el isoxaben. A diferencia de estos resultados, en los mutantes 
bri1-1 y det2-1  solo se observa formación de lignina en la zona cercana al ápice radicular, 
mientras que la zona de elongación aparece libre de depósitos de lignina. El tratamiento 
conjunto de BL e isoxaben revierte el fenotipo de acumulación de lignina en el mutante 
det2-1, en el que la presencia de ambos compuestos provoca la formación de depósitos de 
lignina en el ápice y en la zona de elongación de la raíz. Esto no ocurre, sin embargo, en el 
mutante bri1-1, en el que la adición de BL no modifica la respuesta al isoxaben.  
Los resultados descritos apoyan la participación de los BRs en la acumulación de lignina 
en respuesta al daño celular causado por el isoxaben. En línea con estos resultados, se 
pudo observar que la adición de BZ y de isoxaben en plantas silvestres impide la 
acumulación de lignina en la zona de elongación de la raíz. El análisis de los mutantes de 
ganancia de función, bes1-D y bzr1-1D, en los que la ruta de los BRs se encuentra activada 
de forma constitutiva, nos mostró un aumento en la acumulación de lignina en la zona de 





El análisis de los fenotipos producidos por el isoxaben permite observar que la 
activación constitutiva de la señalización de los BRs provoca una reducción del fenotipo de 
acortamiento inducido por el herbicida; de la misma manera, la aplicación de BL junto con 
Figura 12. Análisis histológico de los depósitos de lignina tras el tratamiento con isoxaben. Se muestran 
imágenes de microscopía obtenidas tras la tinción con fluoroglucinol del genotipo silvestre, y los mutantes bri1-
1,  det2-1, bes1-D y bzr1-1D de plantas crecidas durante 4 días en MS y traspasadas a medio con isoxaben 




isoxaben en plantas silvestres provoca una disminución en el engrosamiento radicular 
producido por el isoxaben en la raíz que, sin embargo, mantiene un nivel de reducción en 
la longitud similar al observado en ausencia de BL. 
4.1.10 La insensibilidad del mutante noxy2-2 al isoxaben está asociada a un 
defecto en  la  percepción del daño en la pared celular 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un aumento en la susceptibilidad  
del mutante lox1lox5 (carente de actividad 9-LOX) al isoxaben, en comparación con las 
plantas silvestres, y la participación de los derivados de las 9-LOXs en la señalización de la 
respuesta a este herbicida. Estos resultados contrastan con resultados obtenidos en el 
laboratorio en los que se demostraba que gran parte de los mutantes afectados en la 
señalización de las 9-LOX (mutantes noxy, del inglés non-responding to oxylipins) poseen 
insensibilidad parcial a isoxaben (Vellosillo y col., 2013). Para investigar esta supuesta 
contradicción se seleccionó el mutante noxy2-2, insensible a la aplicación de 9-HOT y 
parcialmente resistente al isoxaben (Vellosillo y col., 2007; Vellosillo y col., 2013). 
La insensibilidad del mutante noxy2-2 a la presencia de isoxaben (10nM) se concluye de 
los resultados que muestran una reducción en el engrosamiento y el acortamiento de la 
raíz con respecto al observado en las plantas silvestres (Figura 13A). Además, el aumento 
de la concentración de isoxaben provoca  un  amarilleamiento en las hojas que es 
igualmente más acusado en las plantas silvestres que en el mutante noxy2-2 (Figura 13A).  
La insensibilidad parcial a isoxaben del mutante noxy2-2 podría ser consecuencia de un 
aumento en la capacidad para reparar el daño causado por el isoxaben o, al contrario, a un 
defecto en  capacidad para percibir y responder al daño en la pared celular. Para distinguir 
entre estas dos posibilidades, procedimos a examinar los perfiles transcriptómicos de 
plántulas noxy2-2 y Col-0 sin tratar, y de plántulas tratadas durante 9 horas con isoxaben. 
Los resultados de estos análisis muestran que, en condiciones basales, en el mutante 
noxy2-2 se detectan 55 genes diferencialmente inducidos y 66 diferencialmente 
reprimidos con respecto al nivel de expresión correspondiente a las plantas silvestres 
(diferencias de dos veces o más, con un FDR<0,05). Los genes alterados en el mutante 
noxy2-2 están clasificados como peroxidasas, glutatión-S-transferasas, NADPH oxidasas, 
genes de respuesta a toxinas y genes de pared celular, incluyendo arabinogalactanas y 
poligalacturonasas. 
El análisis de los cambios transcriptómicos producidos en respuesta al tratamiento con 
isoxaben en las plantas silvestres reveló el aumento de la expresión de 177 genes (grupos 
1A  y 1B) y la disminución de los niveles de transcritos correspondientes a 284 genes 




un 17% de los reprimidos, grupos 1A y 2A) cambian su expresión en el noxy2-2  tras el 
tratamiento con el herbicida. Además, estos análisis permitieron identificar un pequeño 
grupo de genes cuya expresión en respuesta a isoxaben varía exclusivamente en el 
mutante noxy2-2 (9 genes diferencialmente inducidos, 27 genes diferencialmente 
reprimidos, grupos 1C y 2C).  El listado completo de los genes que cambian en respuesta al 
tratamiento con isoxaben se recoge en la tabla suplementaria 1 (incluida en el CD).  
La aplicación de la función Gene Ontology del FatiGO en el análisis de los genes de 
respuesta al isoxaben puso de manifiesto que el grupo de genes inducidos en Col-0 se 
encuentra significativamente enriquecido en genes de respuesta a estrés biótico y de 
producción de metabolitos secundarios (fenipropanoides, flavonoides, terpenoides y 
fitoalexinas), mientras que el grupo de genes reprimidos se encuentra enriquecido en 
genes de respuesta a diferentes carbohidratos, fotosíntesis, etileno y herida (tabla 
suplementaria 2, incluida en el CD). 
Independientemente de su función biológica, los resultados de estos análisis revelan 
que la respuesta transcripcional del mutante noxy2-2 al isoxaben es significativamente 
menor a la que ocurre en las plantas silvestres y que, por tanto, la insensibilidad del 
mutante noxy2-2 al isoxaben no se debe a un aumento del potencial reparador del daño 
celular, sino posiblemente a un defecto en la percepción y/o en la señalización del daño en 
la pared. 
Debido a estos resultados y a que el isoxaben actúa sobre la celulosa sintasa reduciendo 
los niveles de celulosa, quisimos comprobar si la insensibilidad del mutante noxy2-2 a 
isoxaben podría deberse a una diferencia en la respuesta de reducción de celulosa y/o en 
la composición de la pared celular. Para ello, procedimos a evaluar el contenido de 
celulosa en plántulas silvestres y en el mutante noxy2-2, crecidas durante 10 días en medio 
MS y sometidas al tratamiento con isoxaben durante  24 y 72 horas. En estos análisis 
pudimos determinar que los niveles de celulosa en las plantas noxy2-2  y en las plantas 
silvestres no varían entre sí (Figura 13C), tanto en plántulas sin tratar como en respuesta a 
isoxaben, en donde los niveles de reducción de celulosa son de un 11% tras 24h de 
tratamiento y de un 52% tras 72h. De igual forma, el análisis de los componentes de la 
hemicelulosa (azúcares neutros) y la pectina (ácidos urónicos), antes y después del 
tratamiento con isoxaben, no reveló diferencias significativas entre las plantas silvestres y 
el mutante noxy2-2. 
Estos resultados sugieren que la insensibilidad a isoxaben del mutante noxy2-2 no es 
debida a una alteración en la composición de la pared o en el capacidad del isoxaben para 
















Figura 13. Respuesta del mutante noxy2-2 y plantas silvestres a isoxaben. 
A) Diferencias fenotípicas entre plantas silvestres y noxy2-2 crecidas durante 3 días en medio MS y transferidas 
a medio MS suplementado con isoxaben (10, 20 y 30 nM) por cuatro días. 
B) Agrupamiento jerárquico de genes  diferencialmente expresados en plántulas noxy2-2 y silvestres tras  el 
tratamiento con isoxaben. El grupo 1A muestra los genes que se inducen en ambos genotipos, el 1B genes que 
solo se inducen en las plantas silvestres, y el grupo 1C genes diferencialmente inducidos en el mutante noxy2-2. 
Los grupos 2A, 2B y 2C contienen los datos correspondientes a los genes diferencialmente reprimidos. 
C) Análisis de los niveles de celulosa en plantas silvestres y noxy2-2 crecidas durante 15 días en medio MS a las 
24 y 72 horas tras el tratamiento con isoxaben (500nM). 
D) Análisis de los niveles de azúcares neutros en plantas silvestres y noxy2-2 crecidas durante 15 días en medio 
MS a las 24 y 72 horas tras el tratamiento con isoxaben (500nM). 
E) Análisis de los niveles de ácidos urónicos en plantas silvestres y noxy2-2 crecidas durante 15 días en medio 







4.2 PARTICIPACIÓN DE LOS GENES 9-LOX EN LA RESPUESTA DE DEFENSA FRENTA A 
LA INFECCIÓN DE PATÓGENOS DE RAÍZ 
Los estudios de expresión génica y de determinación de la actividad enzimática 
realizados en el laboratorio revelaban altos niveles de actividad 9-LOX en la raíz de 
plantas sanas y la acumulación en estos tejidos de las oxilipinas 9-HOT y 9-KOT. Estos 
resultados sugerían que, al igual que en las hojas, las oxilipinas derivadas de la activación 
de las 9-LOXs podrían jugar un papel en la defensa frente a la infección de patógenos de 
raíz, en donde la pared celular representa una importante barrera defensiva para evitar la 
infección. Esta circunstancia, junto con los resultados descritos anteriormente en los que 
demostramos la participación de las enzimas 9-LOXs en la señalización del daño en la 
pared celular, nos condujo a examinar la participación de las 9-lipooxigenasas en la 
respuesta de la planta frente a la infección del patógeno radicular Fusarium oxysporum.  
El hongo Fusarium oxysporum es un patógeno radicular que se introduce en la planta 
preferentemente atravesando los tejidos meristemáticos de la raíz (Czymmek y col., 2007) 
hasta llegar al tejido vascular, desde donde se expande hacia la parte aérea bloqueando el 
tejido vascular y produciendo el marchitamiento de la planta.  
Los trabajos realizados con objeto de examinar la respuesta de la planta al ataque de 
Fusarium revelaban que la infección provoca cambios transcripcionales cuya 
funcionalidad se desconoce por el momento (Zhu y col., 2013). El análisis de esta 
respuesta en comparación con los perfiles transcriptómicos que se producen en los tejidos 
de raíz de Arabidopsis en respuesta al tratamiento con 9-HOT (Vellosillo y col., 2007) puso 
de manifiesto que, dentro de los 116 genes inducidos en respuesta a la infección de 
Fusarium, el 25% corresponden a genes reprimidos por 9-HOT, mientras que dicho pool 
no mostraba ninguna correspondencia con los genes que se inducen por 9-HOT. La 
aplicación de la función Gene Ontology del FatiGO en el análisis de los genes que responden 
de forma antagónica al tratamiento con Fusarium y 9-HOT, reveló un  enriquecimiento en 
genes que codifican proteínas que participan en procesos de estrés oxidativo tales como 
enzimas glutatión transferasa, proteínas de unión a FAD y proteínas de unión a glutatión. 
La naturaleza de los genes identificados sugiere la activación de un proceso de estrés 
oxidativo durante la infección por Fusarium y que la producción de 9-HOT contribuiría a 
reducir y a controlar esta respuesta. 
Los resultados descritos ponían de manifiesto el antagonismo entre las repuestas de la 
planta a Fusarium y 9-HOT, cuyo significado funcional nos propusimos investigar en este 
trabajo, procediendo para ello a examinar la respuesta a este patógeno en plantas 





4.2.1 La falta de actividad 9-LOX en el mutante lox1lox5 aumenta la 
susceptibilidad de la planta a la infección por Fusarium oxysporum Fo5176 
El análisis de la respuesta a la infección del hongo Fusarium oxysporum se realizó tras la 
aplicación de una suspensión de esporas en las raíces de plantas adultas y examinando los 
síntomas de infección en la parte aérea de la planta. 
En las condiciones experimentales empleadas, los síntomas de infección aparecen a los 
7 días de la inoculación y su evaluación se realizó en plantas a los 15 dpi, estableciendo 
cuatro niveles de intensidad claramente diferenciables, tal y como se observa en la Figura 
14A, que se describen a continuación: 
- Nivel I: Corresponde al nivel más débil de infección en el que los síntomas 
comienzan a hacerse visible y en donde se puede visualizar una ligera venación 
en varias hojas de la planta o una venación intensa en una sola de las hojas de la 
planta. 
- Nivel II: Corresponde con un incremento generalizado en la intensidad de la 
venación de la mayoría de las hojas de la planta, llegando a visualizarse la 
aparición de clorosis  en al menos la mitad de las hojas de la planta. 
- Nivel III: Aparece una necrosis generalizada en la mayoría de las hojas y  
venación intensa en las hojas restantes. 
- Nivel IV: Se produce la necrosis de todas las hojas de la planta. 
El resultado del análisis de los síntomas de infección reveló claras diferencias entre las 
plantas silvestres Col-0 y el mutante lox1lox5, carente de actividad 9-lipooxigenasa, tanto 
en el tiempo de aparición como en la intensidad de los síntomas.  Los resultados de estos 
análisis se muestran en la figura 14, en la que se puede observar que, a los tiempos de 
infección ensayados (15 días después de la inoculación), todas las plantas lox1lox5 
presentaban síntomas de infección, detectándose la aparición de necrosis foliar en más del 
Figura 14. Comparación de los análisis transcriptómicos de 
respuesta a  Fusarium oxysporum y a 9-HOT. La barra negra 
muestra los genes coincidentes en ambas respuestas, mientras 
que la barra rayada muestra el umbral de coincidencia al azar. 
Los asteriscos encima de la barra indican diferencias 





Figura 15. Análisis de la respuesta de plantas silvestres y del mutante lox1lox5 a la infección por Fusarium 
oxysporum. 
A) Progresión de la infección tras la inoculación con Fusarium oxysporum Fo5176 (10
6
 esporas/mL). Se 
muestran ejemplos representativos de los cuatro niveles de infección establecidos, I, II, III y IV, y de la planta 
control sin infectar. 
B) Análisis de los síntomas desarrollados tras la inoculación con Fusarium oxysporum Fo5176 (10
6
 
esporas/mL) en el tipo silvestre y el mutante lox1lox5, mostrándose el porcentaje de plantas en los distintos 
niveles sintomáticos a 10 dpi. 
C) Análisis de la reducción del crecimiento del tipo silvestre y el mutante lox1lox5, respecto al crecimiento de 
plantas control, sumergidas en una solución de agua sin esporas. Los asteriscos encima de las barras muestras 
diferencias significativas. Tes t de Student, ** p<0,01. 
75% de las plantas infectadas (Nivel III). A diferencia de estos resultados, el 20% de las 
plantas silvestres no mostraban síntomas de infección y la aparición de necrosis se 
observaba en el 40% de las plantas.   
 
Además de la formación de lesiones foliares, la infección por Fusarium provoca la 
detención del crecimiento de la planta y la consiguiente disminución de su tamaño, 
parámetro que procedimos a cuantificar para determinar el nivel de susceptibilidad de las 
plantas examinadas. Los resultados de estos ensayos permitieron observar una reducción 
del crecimiento del 68% en las plantas Col-0 y del 80% en lox1lox5. Estos valores apoyan 
los resultados descritos anteriormente y permiten concluir que la ausencia de actividad 9-




Fusarium y, por tanto, el papel positivo de las 9-LOX en la defensa de la planta frente a la 
infección de patógenos radiculares tales como Fusarium oxysporum. 
4.2.2 La ausencia de actividad 9-LOX favorece la adhesión de Fusarium oxysporum 
a la raíz de la planta 
Los datos descritos anteriormente demostraban el aumento de la susceptibilidad del 
mutante lox1lox5 a la infección de F. oxysporum y que las diferencias entre las plantas 
lox1lox5 y Col-0 se apreciaban tanto en la intensidad de los síntomas como en el tiempo de 
aparición. Para caracterizar en mayor detalle las diferencias entre las plantas analizadas, 
procedimos a examinar la infección en tejidos de raíz utilizando plántulas crecidas en 
medio MS. Además, y para facilitar estos análisis, preparamos una construcción en la que 
la proteína verde fluorescente (GFP, del inglés green fluorescent protein) se fusionó al 
promotor constitutivo GPD (gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) y se introdujo en 
Fusarium mediante transformación (utilizando Agrobacterium). La selección de cepas 
transgénicas de Fusarium que expresan la proteína GFP nos permitió examinar la infección 
utilizando microscopía de fluorescencia. Para ello, sumergimos plantas individuales en 
una suspensión de 105 esporas/ml y se mantuvieron en régimen hidropónico para 
examinar la infección a los 2, 3 y 4 días post-infección.  
En primer lugar, procedimos a examinar el patrón de adhesión y crecimiento de las 
hifas en el exterior de la raíz, observando el número de puntos de entrada y la intensidad 
de la fluorescencia en cada uno de ellos. Los resultados de estos análisis permiten 
observar la acumulación de hongo en las zonas meristemáticas de la raíz, tanto de la raíz 
principal como de las secundarias. Estas  zonas, junto con las aberturas naturales que se 
producen en el nacimiento de las raíces laterales, constituyen los puntos de entrada 
preferidos de los patógenos de raíz (Stone y col., 2001; Zolobowska y Van Gigsegem, 2006; 
Czymmek y col., 2007). La cantidad de biomasa fúngica que se acumula alrededor de los 
ápices radiculares a los 2dpi es mucho mayor en el mutante lox1lox5 que en las plantas 
control, (Figura 15). Estas diferencias se mantienen a los 3dpi, en donde en el mutante 
lox1lox5 las hifas se extienden a lo largo de la parte externa de la raíz originando grandes 
cantidades de hongo que se acumula preferentemente alrededor de los ápices; mientras 
que a este tiempo el número de hifas que se observa en las plantas control empieza a 
proliferar y es, por tanto, mucho menor que en el mutante lox1lox5. A los 4 días de 
infección, los ápices radiculares del mutante lox1lox5 han perdido toda su turgencia, 
debido al colapso celular producido por la invasión fúngica (Czymmek y col., 2007), 












4.2.3 La ausencia de actividad 9-LOX favorece la invasión de Fusarium oxysporum 
a de los haces vasculares de la raíz  
Durante el proceso de infección y tras la rotura de la pared celular y de su entrada en la 
planta, las hifas de Fusarium alcanzan los haces vasculares, desde los que avanza al resto 
de los tejidos. La invasión de los haces vasculares tiene como consecuencia la aparición de 
síntomas, debido al taponamiento de los vasos, tanto por parte del hongo como por parte 
de la planta, que acumula compuestos como geles o gomas para detener el avance del 
hongo (Pietro y col., 2003). Por este motivo, quisimos examinar si la aparición temprana 
de síntomas y la severidad de los mismos en el mutante lox1lox5 estaban relacionadas con 
la capacidad de penetración del hongo en la planta. 
El análisis de las plantas examinadas permite determinar que, mientras que a los 2dpi 
las hifas se localizan en la parte externa de la raíz de las plantas control, en el mutante 
lox1lox5 el hongo ya ha penetrado hasta los haces vasculares. El retraso en la progresión 
de la infección Fusarium en las plantas control se observa igualmente a los tres días, en 
donde el hongo comienza a colonizar los haces vasculares, mientras que las raíces del 
mutante se encuentran completamente invadidas por Fusarium, tal y como nos muestra la 
fluorescencia de la figura. Finalmente, el análisis de las plantas a los cuatro días de 
infección permite observar claras aberturas por las que penetra el hongo en las plántulas 
silvestres, mientras que las raíces del mutante se encuentran completamente devastadas, 
observándose incluso partes de la pared celular degradadas, y los vasos expuestos al 
medio. 
Estos resultados ponen de manifiesto que la falta de actividad 9-LOX en la planta 
favorece la penetración del hongo en la raíz y su progresión en los tejidos infectados, 



















4.2.4 Defectos en la señalización de las 9-oxilipinas afectan a la defensa contra 
Fusarium oxysporum 
Los resultados que ponen de manifiesto el aumento en la susceptibilidad del mutante 
lox1lox5 frente a la infección de Fusarium nos condujo a examinar la respuesta de los 
mutantes noxy, deficientes en la percepción de 9-HOT, a este patógeno. 
Los mutantes  noxy2-2 y noxy1,  previamente caracterizados, se seleccionaron para este 
estudio. El gen NOXY2 codifica una proteína mitocondrial de función desconocida, cuya 
mutación aumenta la susceptibilidad de la planta frente a la infección de la bacteria 
hemibiotrofa Pst DC3000. A su vez, el gen NOXY1 codifica una proteína de la familia de las 
PPRs (del inglés, PENTRATRICOPEPTIDE REPEAT CONTAINING PROTEIN), y su mutación 





El análisis de los mutantes seleccionados puso de manifiesto que, mientras que la 
respuesta a la infección del mutante noxy1 no varía significativamente de la caracterizada 
en las plantas control, el mutante noxy2-2 es más susceptible que las plantas silvestres. En 
este mutante se aprecia la formación de síntomas en todas las plantas analizadas y la 
formación de necrosis en más del 60% de ellas. Por otro lado, el análisis del crecimiento 
vegetal reveló una reducción de tamaño en ambos mutantes tras la infección superior a la 
Figura 18. Análisis de la respuesta de plantas silvestres y mutantes  a la infección por Fusarium oxysporum. 
A) Análisis de los síntomas desarrollados tras la inoculación con Fusarium oxysporum Fo5176 (10
6
 esporas/mL) 
en el tipo silvestre y los mutantes noxy1 y noxy2, mostrándose el porcentaje de plantas en los distintos niveles 
sintomáticos a 10 dpi. 
B) Análisis de la reducción del crecimiento de Col-0 y los mutantes noxy1 y noxy2, respecto al crecimiento de 
plantas control, sumergidas en una solución de agua sin esporas. Los asteriscos encima de las barras muestras 




Figura 19. Análisis de la respuesta de plantas silvestres y transgénicas a la infección por Fusarium 
oxysporum. 
A) Análisis de los síntomas desarrollados tras la inoculación con Fusarium oxysporum Fo5176 (10
6
 
esporas/mL) en el tipo silvestre y las plantas transgénicas 35S:NOXY1 y 35S:NOXY2, mostrándose el 
porcentaje de plantas en los distintos niveles sintomáticos a 10 dpi. 
B) Análisis de la reducción del crecimiento de Col-0 y los mutantes noxy1 y noxy2, respecto al crecimiento de 
plantas control, sumergidas en una solución de agua sin esporas. Los asteriscos encima de las barras muestras 
diferencias significativas. Test de Student, *** p<0,001; ** p<0,01. 
correspondiente a las plantas control. Estos resultados permiten concluir que ambos 
mutantes son más susceptibles a la infección del hongo examinado, aunque la 
susceptibilidad es mayor en el mutante noxy2-2. 
Para examinar en mayor detalle la contribución de las proteínas NOXY1 y NOXY2 a la 
infección, procedimos a examinar si la producción constitutiva en plantas transgénicas 
alteraba la respuesta a la infección por Fusarium. Los resultados de estos ensayos 
permitieron comprobar que la sobreexpresión de la proteína NOXY1 aumenta la 
resistencia a Fusarium, tanto con respecto a la formación de síntomas, donde encontramos 
un 50% de plantas asintomáticas, como al tamaño de la planta, donde observamos que la 
detención del crecimiento es menor: las plantas infectadas solo son un 40% más pequeñas 
que las sin infectar. A diferencia de estos resultados, la sobreexpresión de la proteína 
NOXY2  no produce ninguna modificación aparente en la respuesta de la planta a la 
















































Los trabajos realizados en el laboratorio habían puesto de manifiesto la participación de 
la ruta de síntesis de oxilipinas iniciada por las 9-LOX en la defensa de Arabidopsis frente a 
la infección de bacterias hemibiotrofas y que las oxilipinas 9-HOT y 9-KOT actúan como 
señales en la activación de la defensa de la planta.(Lopez y col., 2011; Vicente y col., 2012). 
La caracterización de la respuesta a la aplicación de 9-HOT y 9-KOT permitió identificar 
genes que responden  a dichos compuestos modificando su nivel de expresión y concluir 
que la acción defensiva de estas señales celulares está asociada a la generación de un 
estallido oxidativo y a la modificiación de la pared. Estudios posteriores con mutantes de 
Arabidopsis deficientes en la señalización de 9-HOT (noxy, del inglés non-responding to 
oxylipins), permitieron comprobar que la insensibilidad a esta oxilipina estaba con 
frecuencia asociada a una insensibilidad parcial al isoxaben (Vellosillo y col., 2013), un 
inhibidor de la celulosa sintasa cuya aplicación provoca la detención del crecimiento de la 
planta y el desencadenamiento de respuestas de reparación (Heim y col., 1990b; Manfield 
y col., 2004; Bischoff y col., 2009). Estos resultados sugerían que las modificaciones en la 
pared celular inducidas por las 9-oxilipinas podrían, a su vez, activar procesos de 
señalización relacionados con los mecanismos de reparación de la pared celular, los cuales 
también se activan en respuesta al daño celular asociado a la infección de patógenos. 
En este trabajo hicimos uso del mutante lox1lox5, deficiente en actividad 9-LOX y del 
mutante noxy2-2, insensible a 9-HOT y isoxaben, con objeto de estudiar los mecanismos 
moleculares subyacentes a la activación de las 9-LOXs y los procesos de señalización 
regulados por las oxilipinas, que conducen a la inducción de respuestas de defensa vegetal 
relacionadas con la pared celular. 
El análisis  de las alteraciones fenotípicas provocadas por el isoxaben, utilizado como 
activador de una respuesta de reparación del daño en la pared celular permitió observar 
que la falta de actividad  9-LOX en el mutante lox1lox5 provoca un aumento en la 
susceptibilidad de la planta al herbicida al compararlo con las plantas control (Figura 1). 
Esta respuesta se manifiesta en el acortamiento de la raíz principal de plántulas crecidas 
en medio con isoxaben, en las que la reducción de la longitud de la raíz es un 33% mayor 
en el mutante lo1lox5 que en las plantas control.  La participación de las enzimas 9-LOXs 
en la respuesta al daño celular se sustenta además por los resultados que demuestran que 
la aplicación de 9-HOT o 9-KOT  junto al isoxaben provoca una reversión parcial del 
acortamiento radicular producido por el herbicida. Dicha reversión es menor en el 
mutante lox1lox5 que en las plantas control (Figura 2), lo que estaría de acuerdo con los 
trabajos en los que se propone que la aplicación de oxilipinas  potencia la activación de las 




El análisis de oxilipinas adicionales, generadas a través de las rutas de síntesis iniciadas 
por las 9-LOXs,  13-LOXs y  α-DOX, permitió identificar otros compuestos que provocaban 
la reversión parcial del acortamiento radicular inducido por el isoxaben. Estos compuestos 
correspondían al grupo de oxilipinas inductoras del fenotipo de rizo radicular y en su 
mayoría poseen un grupo cetónico en su estructura molecular. A diferencia de estos 
compuestos, la aplicación de oxilipinas inductoras de otros fenotipos a través de rutas de 
señalización independientes, tales como el 9-oxo-C9, el JA o el OPDA (Vellosillo y col., 
2007), no produjo la reversión del acortamiento radicular provocado por el isoxaben 
(Figura 3). Con respecto a estos resultados, cabe mencionar que estudios anteriores 
habían señalado la participación del ácido jasmónico en la respuesta a isoxaben (Caño-
Delgado y col., 2003; Denness y col., 2011); no obstante, los análisis realizados en este 
trabajo no permiten observar diferencias fenotípicas en la respuesta al isoxaben de los 
mutantes de JA  coi1-1 y aos con respecto a las plantas control y descartan la participación 
del ácido jasmonico en la activación del fenotipo examinado (Figura 4). Es posible, por 
tanto, que la acción de distintas oxilipinas participe en la regulación de procesos de 
señalización asociados a fenotipos distintos, o/y que distintos productos actúen en 
distintos tejidos o estadios de desarrollo de la planta. Independientemente de estas 
posibilidades, los resultados descritos ponen de manifiesto la acción antagonista de las 
oxilipinas inductoras del rizo radicular con el daño celular y que dicha acción no está 
limitada a los compuestos producidos a través de una única ruta de síntesis de oxilipinas 
sino, que está en relación con la estructura molecular de estos compuestos.  
El fenotipo de rizo radicular, junto con la participación del 9-HOT y del 9-KOT en la 
regulación de la señalización del daño en la pared mostraba un claro paralelismo con las 
funciones  asignadas  al 24-epi-brasinólido (BL), uno de los brasinoesteroides más activos, 
que participa  en la reparación del daño en la pared celular y activa un fenotipo de rizo en 
la raíz de plantas silvestres similar al producido por las oxilipinas (Lanza y col., 2012; Wolf 
y col., 2012). Los resultados del análisis fenotípico de  los mutantes bri1-1 y det2-1 
realizado en este trabajo han puesto de manifiesto que las acciones del 9-KOT y 9-HOT 
como señales inductoras  del rizo radicular  y como antagonistas del daño celular inducido 
por el isoxaben  se establecen  mediante la activación de la síntesis de BRs y de su 
señalización (Figuras 5, 7 y 8).  Además, la respuesta del mutante lox1lox5 a la aplicación 
de BL pone de manifiesto la actuación secuencial de las oxilipinas y los BRs en la 
activación de las actividades  examinadas. La participación de los BRs en la señalización de 
las oxilipinas se sustenta igualmente por los resultados en los que se observa que la 
activación de la expresión de genes de respuesta a oxilipinas está comprometida en el 




Los resultados obtenidos mediante la caracterización de plantas transgénicas con 
expresión constitutiva de la proteína BKI1:YFP, permiten confirmar que la aplicación de 9-
KOT y 9-HOT activa la señalización de BRS. En estos ensayos hemos podido comprobar  
que la proteína BKI1, cuya unión al receptor de BRs inhibe la activación de la senalización, 
se libera de la membrana plasmática en respuesta al tratamiento con oxilipinas (Figura 8).  
Además, los análisis que demuestran que el 36% de los genes de respuesta a 9-KOT 
corresponden a genes regulados por los BRs, sustenta los resultados que ponen de 
manifiesto la activación de la señalización de BRs en la respuesta al tratamiento con 9-KOT 
(Figura 9).  
El hecho de que la aplicación del trólox, un análogo del α-tocoferol con capacidad para 
inhibir la peroxidación de lípidos, inhiba la accion del 9-KOT y 9-HOT como inductores de 
señalización de BRs, permite proponer que la peroxidación de lípidos y estrés oxidativo 
producidos por la acción de estas oxilipinas serían la señal que contribuiría a activar la 
síntesis y señalización de los BRs. En este contexto, las oxilipinas caracterizadas podrían 
considerarse señales de daño celular y quizá de estrés oxidativo, que inducirían la 
señalización de BRs como parte de los mecanismos de reparación de la pared celular, ya 
que esta hormona actúa como reguladora de la homeostasis de la pared y del crecimiento 
celular. Cabe destacar que el tratamiento con trólox favorece la retención de la proteína 
BKI1:YFP en la membrana de las plantas y que, por tanto, la peroxidación lípida y el estado 
de oxidación de los lípidos de membrana podría participar en la regulación de la ruta de 
los BRs.  
Nuestros resultados establecen una relación entre las rutas de señalización de las 9-
LOXs  y los BRs  con la modificación y/o reparación de la pared celular. Esta relación se 
puede extrapolar a la respuesta de defensa de la planta y, en concreto, a las modificaciones 
de la pared celular que contribuyen a reforzar esta estructura, la cual actúa como barrera 
para limitar el progreso de la infección. Esta idea se ve reforzada por los resultados que 
demuestran que la acumulación de depósitos de calosa en la raíz de la planta tras el 
tratamiento con 9-HOT requiere un aumento en la síntesis de BRS y la activación de su 
señalización. La calosa es un polímero de pared celular que forma parte de la respuesta de 
defensa de la planta y contribuye a limitar la entrada de patógenos (Vorwerk y col., 2004; 
Luna y col., 2011). Hasta el momento, los estudios en relación al papel de los 
brasinoesteroides se habían limitado a su función en el control del crecimiento y 
desarrollo de la planta; sin embargo, recientemente ha cobrado interés su participación en 
la regulación del balance crecimiento-defensa (Lozano-Duran y col., 2013; Belkhadir y col., 
2014). Los resultados que muestran que los productos de las 9-LOXs activan la ruta de los 




la inducción de la defensa a nivel de la pared celular durante la  infección de patógenos. En 
este contexto, el papel de los brasinoesteroides en las modificaciones de la pared celular 
que acompañan a la defensa de la planta se ve reforzado por los resultados que 
demuestran que el tamaño de los depósitos de calosa formados tras la infección de Pst 
DC3000 es 2,5 veces mayor en plantas mutantes bes1-D con expresión constitutiva de BRs 
que en plantas control (Figura 11).  
La idea de que ambas respuestas puedan colaborar en la modificación de la pared 
celular se ve apoyada por los resultados que demuestran que los mutantes bri1-1 y det2-1, 
afectados en la síntesis y señalización de BR respectivamente, no recuperan la longitud de 
la raíz en presencia de 9-KOT e isoxaben, mientras que los mutantes bzr1-1D y bes1-D, con 
la ruta de los brasinoesteroides constitutivamente activada, son parcialmente insensibles 
al herbicida. Aún así, la aplicación de BL en presencia de isoxaben no revierte el fenotipo 
de acortamiento provocado por el isoxaben (Figura 12), lo que indica que es la acción 
conjunta de ambos compuestos, 9-KOT y BL, la que favorece la reversión del fenotipo y la 
reparación del daño celular. El hecho de que la aplicación de  BL por sí solo no produzca 
formación de calosa en raíces de plantas silvestres, demuestra que ambos compuestos son 
necesarios y colaboran en la modificación de la pared celular examinada en este trabajo. 
La cooperación de los brasinoesteroides y las oxilipinas es consistente con los datos de 
estudios de RNA-seq y micromatrices en respuesta a brasinoesteroides. La ruta de 
señalización de BRs finaliza con la activación de los factores de transcripción BZR1 y BZR2 
(o BES1) que regulan la respuesta a esta hormona. Sin embargo, las dianas de BZR1 y BZR2 
no coinciden en todos los casos con los genes de respuesta a brasinoesteroides (Sun y col., 
2010) lo que indica que  las respuestas a esta hormona, pueden requerir la cooperación 
con otros compuestos, tales como por ejemplo las 9-oxilipinas. La confirmación de esta 
posibiliadad requiere la realización de estudios y experimentos adicionales que escapan a 
los objetivos de este trabajo.  
La igual que ocurre con la calosa, la acumulación de lignina está fecuentemente asociada 
a la modificación de la pared celular que acompaña a la activación de una respuesta de 
defensa. El análisis de la acumulación de lignina en la respuesta al isoxaben permitió 
comprobar que la formación de lignina ectópica requiere la producción de BRs y la 
activación de la señalización regulada por esta hormona. 
El fallo en la producción de lignina y de calosa en respuesta a isoxaben y 9-KOT de los 
mutantes de BRs examinados, enlaza con los resultados descritos para los mutantes noxy, 
deficientes en la producción de lignina y calosa en respuesta a estos tratamientos. Estos 
resultados nos condujeron a examinar la respuesta del mutante noxy2-2 a la aplicación de 




contenido de los componentes de la pared celular que se producen en respuesta al 
tratamiento con isoxaben 
El estudio transcripcional realizado reveló que la respuesta a isoxaben es menor en el 
mutante noxy2-2 que en las plantas control, tanto en relación al número de genes como a 
la intensidad de los cambios detectados (Figura 13). Por otro lado, el análisis del contenido 
de celulosa, azúcares neutros y ácidos urónicos tras el tratamiento con isoxaben reveló 
que la respuesta del mutante noxy2-2 era similar a la caracterizada en las plantas 
silvestres. Los resultados de estos análisis pusieron de manifiesto que la insensibilidad al 
isoxaben no era consecuencia de una mayor capacidad de reparación del daño celular en el 
mutante, ni tampoco de una alteración de la pared celular que pudiera reducir la 
capacidad de percepción del daño.  
Por otro lado, la ausencia de diferencias en la composición de la pared celular entre las 
plantas silvestres y el mutante noxy2-2 implica que la detención del crecimiento en 
respuesta a la aplicación de isoxaben en las plantas Col-0 no se debe exclusivamente a la 
reducción de la cantidad de celulosa, sino a respuestas de señalización posteriores que 
estarían limitadas en el mutante noxy2-2 en comparación con las plantas control (Caño-
Delgado y col., 2003; Denness y col., 2011). En este contexto, cabe mencionar que la 
mutación noxy2-2 provoca una disfunción mitocondrial (Vellosillo y col., 2013) que, en 
base a los resultados obtenidos en este trabajo, estaría limitando la capacidad de la célula 
para percibir y responder al daño, con lo que nuestros resultados sugieren un posible 
papel de la mitocondria en la activación de la señalización de pared celular. 
Una úlima parte de los experimentos realizados en este trabajo se dirigió a examinar la 
participación de la ruta de las 9-LOX en la respuesta de defensa de la planta a la infección 
de patógenos de raíz , concretamente al  hongo Fusarium oxysporum. Nuestro interés en 
estos estudios se basaba en los resultados que habían demostrado la participación de las 
9-LOX en las modificaciones de la pared celular dirigidas a controlar la invasión de los 
patógenos en la planta y en resultados que demostraban altos niveles de actividad 9-LOX 
en la raíz de la planta (Vellosillo y col., 2007).  
La comparación de los análisis transcriptómicos de respuesta al 9-HOT en raíces de 
Arabidopsis con los correspondientes a datos públicos de respuesta a Fusarium oxysporum, 
apoya la posible participación de las 9-LOX en la respuesta al a infección de este patógeno. 
El análisis ontológico de los genes coincidentes en ambas respuestas, mostró que la 
infección por Fusarium activa un proceso de estrés oxidativo y que la producción de 9-
HOT contribuiría a reducir y a controlar esta respuesta. Se desconoce si los genes comunes 
a ambos tratamientos corresponden a genes de susceptibilidad o resistencia, por lo que 




frente a este patógeno, procedimos a examinar el proceso de infección en plantas control 
silvestres y en plantas mutantes lox1lox5. Igualmente, en estos ensayos examinamos el 
efecto de las mutaciones noxy1 y noxy2-2, así como el de la sobreexpresión de estas  
proteínas en la respuesta de la planta a la infección. 
Los resultados de estos análisis pusieron de manifiesto que el defecto en la actividad 9-
LOX aumenta la susceptibilidad a la infección, ya que las plantas mutantes muestran una 
mayor intensidad en síntomas, así como una mayor reducción del crecimiento tras la 
infección (Figura 15). De acuerdo a estos resultados, la comparación del proceso de 
infección en plántulas silvestres y en el mutante lox1lox5 permitió observar un aumento 
en el número de puntos de entrada de hongo en el mutante, así como la presencia de hifas 
en los haces vasculares (Figuras 16 y 17). Estos resultados indican la participación de las 
9-LOX en la defensa frente a Fusarium oxysporum y que la falta de esta actividad favorece 
la penetración del hongo en la planta. Por otro lado, cabe mencionar que los hongos, entre 
ellos los del género Fusarium, producen hidroperóxidos de estructura molecular similar a 
las oxilipinas de plantas, y que estos hidroperóxidos regulan procesos tales como el 
desarrollo de las esporas, la reproducción y la producción de toxinas (Champe y col., 1987; 
Nakayama y col., 1996; Tsitsigiannis y Keller, 2007; Christensen y Kolomiets, 2011). De 
esta manera, las oxilipinas producidas en ambos organismos, plantas y hongos, pueden 
determinar el resultado de la interacción. En este contexto, la disminución en la 
producción de oxilipinas en el mutante lox1lox5 podría alterar el desarrollo de las hifas de 
Fusarium durante la infección. En este caso, y de acuerdo al mayor crecimiento de las hifas 
en el mutante lox1lox5, la disminución en las oxilipinas de la planta favorecería la 
proliferación fúngica. 
Al igual que el mutante lox1lox5, los mutantes noxy2-2 y noxy1 resultaron ser más 
susceptibles a la infección que las plantas silvestres, mientras que la sobreexpresión de la 
proteína NOXY1 aumenta la resistencia de la planta.  El gen NOXY1 codifica una proteína 
de la familia de las PENTATRICOPEPTIDE REPEAT CONTAINING PROTEIN, que contiene 
dominios repetidos que pueden interaccionar con el ADN y ARN, contribuyendo así a la 
regulación de la expresión génica. Independientemente de la función de las proteínas 
NOXY1 y NOXY2, los resultados de estos análisis permiten confirmar la participación de la 
señalización de las 9-LOX en la defensa frente a Fusarium. Finalmente, y aunque estos 
resultados representan una primera aproximación al estudio de la interacción de la raíz 
con el hongo Fusarium, la caracterización de los mutantes noxy abre una vía de interés 
para examinar los mecanismos de defensa de la raíz y para identificar los componentes 






















































1. Las enzimas 9-lipooxigenasas participan en la señalización de la respuesta de la 
planta al daño en la pared celular, como se concluye de los resultados que 
muestran que la pérdida de esta actividad provoca el aumento de la 
susceptibilidad de la planta al daño producido por el herbicida isoxaben, y  que 
la presencia de los derivados de las 9-LOXs, 9-HOT y 9-KOT, producen la 
reversión parcial de esta respuesta. 
 
2. La aplicación de 9-HOT y 9-KOT induce la síntesis y la señalización de 
brasinoesteroides en plantas silvestres sanas, mientras que la actividad de los 
tocoferoles en la protección de los lípidos de mebrana inhibe la  activación de la 
señalización de los brasinoesteroides   
 
3. La acción de las 9-oxilipinas en la activación de procesos de reparación del daño 
en la pared y de respuestas de defensa relacionadas con la modificación de la 
pared, tales como la acumulación de depositos de callosa, se ejerce a través de la 
inducción de la síntesis y la señalización de BRs  
 
4. La activación de las respuestas estudiadas requiere la participación secuencial 
de ambas rutas de señalización, 9-LOX y BRs. 
 
5. La activación constitutiva de la señalización de los brasinoesteroides en el 
mutante bes1-D facilita la activación de respuestas de defensa vegetal 
relacionadas con la modificación de la pared celular. 
 
6. La acumulación de lignina ectopica en respuesta al daño celular producido por 
el isoxaben requiere la inducción de la síntesis y señalización de BRs. 
 
7. La caracterización del mutante noxy2-2, insensible a la aplicación de oxilipinas e 
isoxaben, indica que la insensibilidad al herbicida se debe a un defecto en 
percepción del daño celular y en la producción de las señales celulares 
implicadas en la activación de la ruta de la integridad de la pared celular. 
 
8.  La actividad 9-LOX forma parte de los mecanismos de defensa de la raíz de la 




concluye de los resultados que demuestran que la pérdida de actividad 9-LOX 
provoca un aumento en la susceptibilidad de la planta y favorece la adhesión y la 
penetración del hongo a la raíz. 
 
9. Las mutaciones noxy1 y noxy2  afectan a la señalización de las 9-LOX y aumentan 
la susceptibilidad de la plantas frente a la infección de Fusarium, mientras que la 
sobreexpresión de la proteína NOXY1 aumenta la resistencia de la planta a la 
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